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1. Roviditések jegyzéke

ACTH
AgRP
Ao
AoP
ARC
BMI
cAMP
cGMP
CO
Cco
DPP
DTT
EDTA
EF
eGFR
ERG
ERK1

ESV
EDV
ET
FGF21
FS
GAPDH

GLP
GLUT4
HbAlc

Adrenocorticotropic hormone, Adrenokortikotrop hormon

Agouti related peptid, Agoutihoz kapcsolt peptid

Aortic root diameter, Aortagyok atmérd

Aortic pressure, Aorta nyomas

Hypotalamus nucleus arcuatus

Body mass index, Testtomeg index

Cyclic adenosine monophosphate, Ciklikus adenozin monofoszfat
Cyclic guanosine monophosphate, Ciklikus guanozin monofoszfat
Carbon monoxide, Szénmonoxid

Cardiac output, Perctérfogat

Dipeptidyl peptidas, Dipeptidil-peptidaz

Dithiothreitol, Ditiotreitol

Ethylenediaminetetraacetic acid, Etilén-diamin-tetraecetsav
Ejection fraction, Bal kamrai ejekcios frakcio

Estimated gromelular filtration rate, Becsiilt glomelularis filtracios rata
Electroretinography, Elektroretinografia

Extracellular signal-regulated kinase, Extracellularis szignal-regulalt
kinaz

End-systolic volume, Végszisztolés térfogat

End-diastolic volume, Végdiasztolés térfogat

Ejection time, Ejekcios id6

Fibroblast growth factor 21, Fibroblaszt névekedési faktor 21
Fractional shortening, Frakcionalis rovidiilés

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, Gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz

Glucagon like peptide, Glukagon-szerii fehérje
Glucose transporter type 4, Gliikkdz transzporter 4

Hemoglobin Alc



HEPES

HNF
HO-1
HR
ICAM-1
IGT
IL-6
INDO
IPF
I/IR

IRS
IVCT
IVRT
IVS

K+

KO

LA

LV
LVID
LVOT
MAPK
MAPSE

MCR
MODY
MPI
MPO
MRAP

MSH
MV

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetan-szulfonsav

Hepatocyte nuclear factor, Hepatocita sejtmagi faktor

Heme oxygenase-1, Hemoxigenaz-1

Heart rate, Szivirekvencia

Intercellular adhesion molecule 1, Intercellularis adhézié molekula 1
Impaired glucose tolerance, Karosodott gliikoz tolerancia
Interleukin-6

Indomethacin, Indometacin

Insulin promoter factor, Inzulin prométer faktor
Ischemia/reperfusion, Iszkémia/reperfiizio

Insulin receptor substrate, Inzulin receptor szubsztrat
Isovolumetric contraction time, Izovolumetrias kontrakcios id6
Isovolumetric relaxation time, lzovolumetrias relaxacios id6
Interventricular septum, Interventrikularis szeptum

Potassium ion, Kalium ion

Knock out, Génhianyos

Left atrial diameter, Bal pitvari atmér6

Left ventricle, Bal kamra

Left ventricular internal diameter, Bal kamrai bels6 atmérd

Left ventricular outflow tract, Bal kamrai kidramlasi palya
Mitogen-activated protein kinase, Mitogén-aktivalt protein kinaz

Mitral annular plane systolic excursion, Mitralis gylr( szisztolés
csucskitérése

Melanocortin receptor, Melanokortin receptor

Maturity onset diabetes of the young, Fiatalok kés6i diabétesze
Myocardial performance index, Miokardialis performacios index
Myeloperoxidase, Mieloperoxidaz

Melanocortin  receptor-associated protein, Melanokortin receptor
asszocilt protein

Melanocyte-stimulating hormone, Melanocita stimulalé hormon
Mitral valve, Mitralis billentyt
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NADPH

NeuroD1
NF«B
NO
NOARG
NPY
NTS
PDE
PKA
PKC6O
PMSF
POMC
PPAR

PW
SEM
SGLT
SnPP
SV
T2DM
TNFa
VGF

Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate, Nikotinamid-adenin-
dinukleotid foszfat

Neurogenic differentiation factor 1, Neurogén differenciacios fehérje 1
Nuclear factor kB, Nuklearis faktor kB

Nitric oxide, Nitrogén monoxid

Ne-nitro-L-arginine, N,-nitro-L-arginin

Neuropeptide Y, Neuropeptid Y

Nucleus tractus solitarii

Phosphodiesterase, Foszfodiészteraz

Protein kinase A, Protein kinaz A

Protein kinase C theta, Protein kinaz C téta
Phenylmethylsulfonyl fluoride, Fenil-metil-szulfonil-fluorid
Pro-opiomelanocortin, Pro-opiomelanokortin

Peroxisome proliferator-activated receptor, Peroxiszoma proliferator
aktivalt receptor

Posterior wall, Hatso fal

Standard error of mean, Az atlagok standard hibaja

Sodium glucose linked transporter, Na*-gliikoz kapcsolt transzporter
Tin protoporphyrin, On(Sn)-protoporfirin

Stroke volume, Verétérfogat

Type 2 diabetes mellitus, 2-es tipust cukorbetegség

Tumor necrosis factor a, Tumor nekrozis faktor o

Nerve Growth Factor, Idegi eredetti n6vekedési faktor



2. Bevezetés és célkitiizés

A 2-es tipusi cukorbetegség (T2DM) egy kronikus, életet veszélyeztetd metabolikus
rendellenesség, melyet magas szisztémas cukorszintek, inzulinrezisztencia, valamint a
diszregulalt gyulladas kovetkezményeként tobb szerv karosodasa jellemez [1, 2]. Sajnalatos
modon, az érintettek egész életét végigkiséri a betegség, €s problémak széles skalajat okozhatja,
ugymint: retinopatia, nefropatia, miokardialis infarktus, stroke, valamint a végtagok ereinek
stlyos karosodasa, mely akar amputaciohoz is vezethet [3, 4]. Fontos megemliteniink a
jelenleg a biguanidok, szulfonil-uredk, o-glikozidaz gatldk, tiazolidindionok, Na-gliikoz
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 analdogok
alkotjak. Ezek a hatdanyagok részben normalizalhatjdk a vércukorszintet, és enyhithetik a
betegség sulyos kovetkezményeit, hozzajarulva szamos beteg allapotanak javitdsadhoz.
Mindazonaltal, ezek a szerek csak palliativ megoldéasok, és altaldban nem tudjdk a péciens
egészségét teljesen helyredllitani. Egyes epidemiologiai felmérések kimutattdk, hogy a
betegség incidenciaja dramaian nétt az utobbi idoben, mar-mar epidémiai méreteket 6ltve [5-
8]. Szamos faktor hozzajarult ehhez a jelenséghez, elsddlegesen a mozgasszegény életmodbol
eredd tényezdk, mint a tiltaplaltsag, a fizikai aktivitas hidnya és foként a tulsuly, illetve elhizés
[9-11]. A T2DM kialakulasaval és patogenezisével szembeni ellenintézkedések legfoképp a
fiziologias energiafelhasznalést szabalyozd mechanizmusokat célozzak. Ezen a csoporton beliil
az altalunk is vizsgalt melanokortin rendszer meghatarozo szerepet jatszik az egész szervezet
energia homeosztazisanak beallitasaban, mivel a rendszer egyes tagjai étvagycsokkentd
hatasuknak koszonhetden potens anorexigén hatassal birnak, mig masok fokozzdk a
taplalékfelvételt, ezaltal allitjak be az egyensulyt [12, 13]. A melanokortinok erdsen
befolyasoljak az elhizas kialakuldsat, €s jarulékosan csokkentik a T2DM kialakuldsanak vagy
rosszabbodasanak kockézatat. Az is ismert, hogy a melanokortin analégok mind centralis, mind
pedig periférias injektalasa dramaian megvaltoztatja a taplalékfelvételt és a testsulyt [14-18].
Genetikai vizsgéalatok ravilagitottak arra, hogy a melanokortin rendszer barmely tagjanak
génjében bekdvetkezett mutacio dsszefliggésbe hozhatd az elhizas és a T2DM kialakulasaval
mind allatok, mind emberek esetében [19]. Mechanikai kutatasok kideritették, hogy az alfa-
melanocita stimuldlé hormon (a-MSH), egy, a melanokortin csaladba tartoz6 neuropeptid,
melyet test szerte szamos kiillonbozo sejt expresszal valtozd6 mennyiségben [20], és mely a

melanokortin (MC) 5 receptor aktivalasa utan a ciklikus adenozin monofoszfat/protein kinaz A
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(CAMP/PKA), valamint a mitogén-aktivalt protein kinaz/extracellularis szignal-regulalt kinaz
(MAPK/ERK1) utvonalon keresztiil szignifikansan csokkenti az adipocitak zsirtartalmat [21-
23]. Az anorexigén hatason tul, az a-MSH szamos egyéb jotékony hatasat mutattak be
kiilonb6z6 allatkisérleti modellekben, melyek alapjan kideriilt, hogy anti-apoptotikus, anti-
inflammatorikus, antiiszkémias, valamint antioxidans tulajdonsaggal is rendelkezik [24-27]. A
vegyiilet a melanokortin receptorok nem-szelektiv teljes agonista molekuldjaként mikodik, és
fejti ki hatdsat. A normal homeosztazisban betoltott szerepei kozé tartozik a haj és bor
metabolizmus szabalyozasa [28]. Kutatasaink szempontjabol a legjelentésebb hatasa az
inzulinérzékenyitd hatas, illetve az iszkémia/reperfizio-s (I/R) sériilésekkel szembeni endogén
védekezés [27, 29, 30]. Példaul miokardialis iszkémia/reperfuzionak kitett patkanyok sziv-,
illetve majszdveti valaszainak befolydsoldsarol szolod kisérletek igazoltdk a tumor nekrozis
faktor-o. (TNF- o) altal okozott gyulladasos szdvetkarosodas, valamint apoptotikus
sejtpusztulds mérséklédését, mely bal kamrai kardioprotektiv hatast eredményez, és mely a
Janus kinaz/ extracellularis szignal-regulalt kindz/transzkripcids szignal transzducer
a-MSH-indukalt HO-1 fehérje expresszio és enzimaktivitas altal medialt védo hatasok is [31,
32]. Ezzel 6sszhangban szamos tanulmany a szivizmot ért I/R karosodasok elleni védekezd
rendszer egyik legfontosabb tagjaként emlitik a HO-1-et, hangsulyozvan annak
jelentdségét.[33-36]. Mindazonaltal, a kardiomiocitaban a hosszatava a-MSH-kezelés, illetve
az a-MSH/HO-1 indukcié hatasara 1étrejové molekularis valtozasok csupan részben
tisztazottak [30, 32, 37, 38]. A fenti eredmények alapjan, illetve a HO-1 altal befolyasolt,
human gydgyitds vonatkozdsdban relevancidval biré folyamatok azonositdsara torténd
erdfeszitésiinknek megfelelden, ez a tanulmany az a-MSH HO-1 éltal kozvetitett, diabéteszben
megjelend, illetve kimondottan kardiovaszkularis hatdsokban betoltott szerepét, valamint a
hattérben zajlo cellularis folyamatokat hivatott felderiteni. Tanulméanyunk els6 részében a-
MSH-val eldkezelt allatokbdl eltavolitott izolalt miikkodé sziveken vizsgéltuk az I/R kardialis
fiziologias értékekre gyakorolt hatasat, mely paraméterek jo jelzdéi az I/R altal felboritott
normdlis kardiovaszkularis miikodéshez torténd adaptacionak. Ezen valtozasok HO-1
aktivitastol valo fiiggdségét, a szelektiv HO-1 inhibitor molekula, az 6n- protoprofirin (SnPP)

segitségével allapitottuk meg.

Kisérleteink mésodik részében pedig egy Un. ozmotikus mini pumpa segitségével, hosszabb

ideig fenntartott a-MSH stimulacio kardio-metabolikus paraméterekre, diasztolés szivfunkciora



¢s miofilament kooperaciora gyakorolt hatisat igyekeztiink demonstralni ’Zucker diabetic
fatty’ (ZDF) patkdnymodellben. A kutatas legfobb objektiv célja ezen peptidnek a diabéteszes
szovetek metabolikus, kardidlis illetve vaszkularis statuszdban betoltott adaptiv/protektiv

szerepének jellemzése.



3. Irodalmi attekintés
3.1. A diabétesz mellitusz (DM)

3.1.1. A diabétesz mellitus altalanos jellemzése, klasszifikacioja

A diabétesz mellitusz (DM) egy metabolikus rendellenességeket magaban foglalé csoport
Osszefoglald neve, mely csoport tagjaira kiilonbozoé genetikai [39] és kornyezeti tényezok altal
meghatarozott felborult cukorhéaztartas és emelkedett vércukorszint jellemz6. A DM etiologidja
alapjan kiilonb6zo faktorok jarulhatnak hozzd a hiperglikémidhoz, mint példaul csokkent
inzulinszekrécio, kéarosodott cukorfelhasznédlds ¢és emelkedett gliikoztermelés. A DM-ra
jellemz6 metabolikus zavar szdmos szervben masodlagos patofiziologiai eltéréseket (pl.:
veseelégtelenség, felndttkori vaksag, végtag amputécio és kardiovaszkularis rendellenességek)
eredményez, melyek hatalmas terhet ronak mind a betegekre, mind pedig az egészségiigyi ellato

rendszerre.

A DM Kklasszifikéacidja a patogenezis alapjan torténik. Két f6 formaja az 1-es (TILDM), illetve
2-es (T2DM) tipust diabétesz. Az 1-esre totalis vagy kozel teljes inzulinhidny jellemzd, mely
rendszerint a hasnyalmirigy béta sejtjeinek destrukcidja kovetkeztében alakul ki. Ez a
destrukcid bekovetkezhet immun-medialt modon vagy pedig idiopatids folyamatok
kovetkeztében. A 2-es tipusban valtozd6 mértékli inzulinrezisztencia, karosodott
inzulinszekrécio, emelkedett hepatikus gliikkoztermelés, az inkretin hormonokkal szembeni
csokkent érzékenység, valamint fokozott renalis gliikkozreabszorpcio figyelhetd meg [40]. Az
inzulinszekrécioban vagy hatasban azonosithatd kiilonboz6 genetikai és metabolikus
defektusok eredményezik az emelkedett vércukorszintet ebben a tipusban, melyek koziil foként
a metabolikus tényezdk képezik a manapsag elérhetd legtobb farmakoldgiai hatdanyag terapids
célpontjat. A T2DM kialakuldsat megeldzi egy un. prediabéteszes allapot, melyre abnormalis
gliikozhomeosztazis jellemzo, és karosodott gliikztolerancidnak nevezziik (IGT) (1. abra). A
T2DM legfontosabb rizikofaktorai kozott emlithetd a testtomeg index (BMI) (a diagnozis
iddpillanatdhoz legkdzelebb esé mért BMI: 31,83 kg/m?2 férfiak esetén és 33,69 kg/m2 ndk
esetén [41], a test zsireloszlasa, a szexualis hormonok egyensulyanak felborulasa (nék esetén
az androgén tulsuly, policisztas ovarium szindroma) fokozott rizikét jelent [42], valamint a
mozgasszegény ¢€letmdd ¢és egészségtelen taplalkozas, illetve kiillonbozd pszichoszocialis
faktorok, mint az iskoldzottsdg hianya. Ezen rizikétényezOk eloszlasaban és hangsulyaban

jelentds férfi-ndi kiilonbségek mutatkoznak [43].



Hiperglikémia

Normal Prediabétesz Diabétesz mellitusz
glukoz Nem sziikséges |Inzulin sziikséges a| sziikseges a
.. , . IGT . . rer
Diabétesz tipus | tolerancia inzulin kontrollhoz taléléshez
T1DM e
T2DM = < 'S
Ehomi plazma
. < 5,6 mmol/L|5,6-6,9 mmol/L > 7 mmol/L
glitkoz
2 oras plazma
. < 7,8 mmol/L| 7,8-11 mmol/L >11,1 mmol/L
gliikoz
HbA1C <5,6% 5,7-6,4% >6,4%

1. tablazat. Az tablazat a gliik6z toleranciat, valamint a plazma gliik6z és hemoglobin Alc (HbA1C) értékeit

mutatja a normalist6l a diabéteszig terjedéen. A kétiranyu nyil azt jelzi, hogy a T2DM esetén a csokkent

gliikkoztolerancia megfeleld terapiaval és életmoddal visszafordithato.

A diabétesz részletes klasszifikacidja az Amerikai Diabétesz Szervezet szerint:

I.  1-estipusu diabétesz (B-sejt karosodas, mely altalaban abszoltt inzulin hianyhoz vezet)

A
B.

[l.  2-es tipusu diabétesz (egy spektrum, mely az elsésorban inzulin rezisztens, relativ
inzulinhianyos

elégtelenségig terjed)

Idiopatias

allapottél az

Immunmedialt

Egyéb specifikus tipusok

inzulinrezisztenciaval jaro,

elssorban

A. A B-sejt funkcid genetikai defektusai
1.  12-es kromoszéma, HNF-1a (MODY3)
2. T-es kromoszoma, gliikokinaz (MODY?2)
3. 20-as kromoszéma, HNF-4a (MODY'1)
4.  13-as kromoszoma, inzulin prométer faktor-1 (IPF-1; MODY4)
5 17-es kromoszéma, HNF-13 (MODY5)
6. 2-es kromoszéma, NeuroD1 (MODY6)
7. Mitokondrialis DNS
8. Egyéb

B.  Azinzulin hatas genetikai defektusai
1.  A-tipust inzulin rezisztencia
2. Leprechaunizmus
3. Rabson-Mendenhall szindroma
4.  Lipoatrofias diabétesz

szekrécios



5.  Egyéb
C. Az exokrin hasnyalmirigy betegségei
1.  Hasnyalmirigy-gyulladas
2.  Trauma/hasnyalmirigy eltavolitas
3. Tumor
4.  Cisztikus fibrozis
5. Hemokromatézis
6.  Fibrokalkulozus hasnyalmirigy elégtelenség
7. Egyéb
D. Hormonalis rendellenességek
1.  Akromegilia
Cushing szindréma

Glukagondéma

Hipertiroidizmus

2

3

4.  Feokromocitdéma
5

6 Szomatosztatinoma
7

Aldoszteronoma

8. Egyéb
E. Gyogyszer vagy vegyszer okozta
1. Vakor
2. Pentamidin
3. Nikotinsav
4.  Glikokortikoidok
5. Pajzsmirigyhormon
6. Diazoxid
7.  P-adrenerg agonistak
8.  Tiazidok
9. Dilantin

[EEN
©

y-Interferon
11. Egyéb
F.  Fertdzesek
1.  Kongenitalis rubeola
2.  Citomegalovirus

3.  Egyéb



G. Ritka immunmedialt formak
1. “Stiff-man” szindroma
2. Anti-inzulin receptor antitestek
3. Egyéb

H.  Egyéb dibétesszel jard genetikai szindromak
1.  Down szindroma

Klinefelter szindroma

Turner szindroma

Wolfram szindroma

Friedreich ataxia

Huntington chorea

Laurence-Moon-Biedl| szindroma

Miotonias disztrofia

© oo N o 0o bk~ w D

Porfiria

[EEN
e

Prader-Willi szindroma
11. Egyéb

IV.  Gesztacios diabétesz mellitusz

3.1.2. A diabétesz mellitusz prevalencidja

A diabétesz prevalencidja folyamatosan nd, melynek legf6bb oka a fejlett orszagok lakoira
jellemzo elhizas és fizikai inaktivitas. [44]. A Nemzetkozi Diabétesz Szovetség 2015-0s
jelentése szerint, vilagszerte 415 millié embert €rint a betegség, ami azt jelenti, hogy minden
11 felndtt (20-79 év kozotti) emberbdl 1 cukorbeteg, illetve ez a szdm varhatdéan 642 millidra
emelkedik 2040-re [45] (2. abra). A novekvo gyakorisagnak szamos oka van, mint példaul az
oregedd tarsadalmak, a gazdasagi fejlodés, egészségtelen étkezési szokdsok, elhizas és

mozgasszegény életmod [46].
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1. dbra. A diabétesz mellituszban szenvedd betegek becsiilt szama vilagszerte [46].

3.1.3. A diabétesz mellitus patogenezise

Normalis koriilmények kozott az inzulin (a glukagonnal egyiitt) felelés a vércukorszint
szabalyozasaért, a normoglikémia fenntartasaért. Az étkezések utani idészakban az emelkedett
vércukorszint hatasara termel6dé inzulin gatolja a hepatikus glilkoneogenezist, illetve
glikolizist, amit a glukagon serkentene ¢&hezés allapotaban, viszont fokozza az
inzulindependens szovetek (pl.: harantcsikolt izomszovet, agy) cukorfelvételét. Molekularis
szinten ez egyrészt a majban gliikkoneogenetikus enzimek transzkrikpcidjanak gatlasat, az
izomban pedig gliikoz transzporter (GLUT)4 transzporterek fokozott expresszidjat jelenti [47].
Ezzel parhuzamosan az inzulin a lipolizist is gétolja, a hormonszenzitiv lipaz aktivitdsanak
csokkentésén keresztiil, melynek kovetkeztében a plazma szabad zsirsav koncentracioja
csokken [48]. Mindkét hormont a hasnyalmirigy sejtjei termelik, melyek képesek
alkalmazkodni a hormonhatas valtozasaihoz, tehat, ha csokken az inzulin hatasa, fokozodik a
szekrécioja, €s viszont. Mindazonaltal, ha megvaltozik ez a kapcsolat, a szovetek csokkent
glikoztoleranciaja vagy a B-sejtek diszfunkcidja miatt, akkor felborulhat az egyensuly [49].
Amennyiben az inzulinfunkci6é csokken (mint pl.: elhizés soran), ugy a B-sejtek probalnak
kompenzalni, és tobb inzulint termelnek. A kompenzacids hiperinzulinémia progredialasa
soran, a B-sejtek egy id6 utan kimeriilnek, és képtelenek lesznek fenntartani az emelkedett

inzulintermelést [50], ezért a vércukorszint valamelyest emelkedik, ami bar kezdetben kis
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mennyiségnek tlinik, komoly problémakat okozhat (gliikk6z toxicitas), ami direkt modon a [3-
sejtek karosodasat is eléidézheti [51]. Az inzulintermelés cs6kkenése, valamint az emelkedett
hepatikus gliikkozprodukcio végiil éhomi hiperglikémiahoz vezet. Inzulinrezisztenciarol akkor
beszéliink, amikor az inzulin aktivitasa kevés ahhoz, hogy képes legyen egyszerre serkentenii
az izomba torténd gliikozfelvételt, illetve gatolni a m4; altali gliikoztermelést. Az inzulin d6zis-
hatés gorbéje jobbra tolodik, és csokken a maximalisan kivalthatd valasz nagyséaga is, ami az
inzulinfliggd szervek csokkent gliikozfelhasznaldsat (a normalis allapot 30-60%-anak felel
meg), valamint a maj fokozott gliikoztermelését vonja maga utan, mely hatadsok egyiittesen

eredményezik a hiperglikémiat. Ez az allapot szamos tényez6é miatt kialakulhat (3. abra) [51].

— Diabétesz gének

| B-sejt \ Adipokinek
‘ \_ diszfunkcid / Gyulladds
RS 2 Hiperglikémia
Szabad zsirsavak

Egyéb faktorok

 fman] N

inzulin
rezisztencia/

A

lipolizis gliikdztermelés glikozfelvétel —
AL i ddt
X
Sas 092, Q¥ "N
<) - \
So% .
| !
A MY G
o QY ber st v
= ™ \\ / .
zsirsavak vércukorszint

2.4bra. A 2-es tipust diabétesz mellitusz patogenezise. Az abran szamos ok lathatd, melyek hozzajarulnak a T2DM
kialakulasahoz, és melyek mind az inzulin szekréciot, mind pedig annak hatasat képesek befolyasolni. A csokkent
inzulintermelés a hormon hatasat is csokkenti a célszerveken, mely rezisztencia emelkedett vércukor-, és
zsirsavértékeket eredményez. Illetve az emelkedett cukor-, és zsirsavkoncentracié tovabb rontja mind az inzulin

termelddését, mind pedig az inzulinrezisztenciat.

A T2DM kialakulasaban jelentds szerepe van az elhizdsnak. Az adipocitdk fokozott
mennyiségii szabad zsirsavat és kiilonb6zd biologiai vegyiileteket (pl.: rezisztint, TNF-a-t, I1L-
6-t és kiilonbozé adipokineket) bocsatanak a keringésbe, melyek karositjdk az inzulin
szignalilzaciot [50]. A plazma emelkedett zsirsavkoncentracioja emeli a vazizmok acetil-CoOA

¢s diacilglicerol tartalmat, amik fokozzék a protein kinaz C téta (PKCO) aktivitasat. A PKCO
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foszforilalja az IRS-t, aminek ezéltal csokken az aktivitasa, igy csokken az altala medialt
gliikoztranszporter transzkripcidja, tehat az izmok glikkozfelhasznalasa [52]. Az elhizés
szisztémas gyulladas kialakulasahoz is vezet, mivel az adipocitdk fokozatos ndvekedésével és
hiperplaziajaval csokken az oxigénellatasuk, ami a celluléris stresszvalasz, autonom gyulladas
¢s gyulladésos citokinek felszabaduldsat eredményezi. Ezenkiviil a zsirszovet altal termelt
rezisztin, leptin és adipokin is képes a gyulladasos folyamat beinditdsara és fokozasara. A
gyulladésos citokinek, illetve makrofagok direkten fokozhatjak az inzulinrezisztenciat a majban
¢és izomszovetekben, valamint szekunder modon képesek karositani a hasnyalmirigy p-sejtjeit,

ezaltal az inzulintermelést [47, 53] (3. abra).

Zsirszovet
Adipocita hipertrofia

i +  Emelke
*  Makrofég aktivacié * Sz
+ _ERstressz \_*

* Emelkedett citokintermelés

Fokozott lipolizis
3.4bra. Az abra szemlélteti az elhizas kovetkeztében 1étrejové metabolikus és gyulladasos valaszokat, melyek

.

o o o

egylittesen hozzajarulnak az inzulinrezisztencia kialakulasaért.

3.1.4. A diabétesz mellitusz jelenlegi terapiaja

Az els6dlegesen valasztando terapias szer a mai napig a metformin, amennyiben nincs
specifikus kontraindikaci6 vele szemben. Hatékonyan csokkenti a m4j gliikkdztermelését, a
gasztrointesztinalis glilkdzabszorpcidt, javitja a periférias szovetek inzulinérzékenységét,

serkenti a GLP-1 szekréciot, és csokkenti a HbA1c szintjét akar 1-2%-kal [54].

13



Patofiziologiai
defektus

Gliikozcsokkentd terapia

Létezd

Jové (1-3. fazisu klinikai
kutatas)

Hasnyalmirigy
B-sejt

Sejttomeg - és
funkcioveszteés,
karosodott
inzulinszekrécio

Szulfonilureak, meglitinidek

Imeglimin

Hasnyalmirigy
a-sejt

Diszreguldlt glukagon
szekrécio, emelkedett
glukagon koncentracio

GLP-1 receptor agonistak

Glucagon-receptor
antagonistak

GLP-1 receptor agonistak; DPP-

Oralis GLP-1 receptor

csokkent teltségérzet

Inkretin Eltdnt inkretin valasz IV inhibitorok agcl)niftf’uk; heti egyszer DPP-
IV inhibitorok
. , e GLP-1 receptor agonistak; DPP-}JImmun moduladtorok;
Gyulladas Immun diszregulacié A f iz
IV inhibitorok gyulladasgatlo szerek
.. Emelkedett hepatikus . Glukagon receptor
Maj L . Metformin; pioglitazon o
glilk6ztermelés antagonistak
Csokkent periférias
Izom glikozfelvétel, Metformin; pioglitazon Szelektiv PPAR modulatorok
inzulinrezisztencia
Csokkent periférias Szelektiv PPAR modulatorok;
Zsirszdvet glikozfelvétel, Metformin; pioglitazon FGF21 analdgok; zsirsav
inzulinrezisztencia receptor agonistak
SGLT-2 receptorok
fokozott kifejez6dése ind -1/-
Vese , J SGLT-2 inhibitorok !<0rlnl?|na|t S
miatt emelkedett inhibitorok
glikézreabszorpcio
GLP-1-glukagon-gasztrikus
Fokozott étvagy, L S - - .g "
Agy GLP-1 receptor agonistak inhibitoros peptid kettés

vagy harmas agonistak

Gyomor vagy
belek

Gyorsult
glilkozabszorpcio

GLP-1 receptor agonistak; DPP-
IV inhibitorok; alfa-glitkozidaz
inhibitorok; pramlintid

SGLT-1 inhibitorok

Colon
(bélfléra)

Abnormalis bélflora

Metformin; GLP-1 receptor
agonistak; DPP-1V inhibitorok

Probiotikumok

2. tablazat. A DM jelenlegi gyogyszeres terapias lehetdségei, valamint a jovobeli, klinikai vizsgalat alatt allo uj

hatdéanyagok listaja. GLP-1=glukagon-szerti peptid-1; DPP-IV inhibitorok=dipeptidil peptidaz IV inhibitorok;

GIP=gasztrikus inhibitoros peptid; SGLT-1/SGLT-2 inhibitorok=natrium-gliikoz ko-transzporter-1/natrium-

gliikoz ko-transzporter-2 inhibitorok; PPAR=peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor; FGF21=fibroblaszt
novekedési faktor 21 [51].

A metformin mellékhatasai kozé tartozik a laktatacidozis, de ennek rizikdja gradualis

adagolassal csokkenthet6 [55], ezenkiviil B12 vitaminhiany fordulhat ¢l6, illetve kdzepes vagy
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stlyos allapota kronikus veseelégtelen betegeknél (eGFR <30 mL/min/1-73 m? ellenjavallt a

gyogyszer alkalmazasa [56].

A szulfonilureak, mint a gliklazid és glimepirid a B-sejteken fejtik ki hatdsukat, ndvelve az
inzulinszekréciot, és gyakran a dudlis terapidhoz els6ként valasztandok magas hatékonysaguk
¢s alacsony koltséglik miatt, bar jellemz6 rajuk a hipoglikemizald hatas, sulygyarapodas, és

emelkedett kardiovaszkularis riziko, amelyek miatt kevésbé kozkedveltek [57, 58].

A tiazolidindionok, mas néven PPAR-y receptor aktivatorok (roziglitazon, pioglitazon) a
periférias szervek inzulinérzékenységét fokozzak, és 1%-kal csokkentik a HbAic mennyiségét.
Alkalmazéasuk ennek ellenére ellentmondésos, mivel az elsé képviseldt (troglitazon) kivontak
a forgalombol majtoxikus hatasa miatt [59], a roziglitazonrdl kideriilt, hogy karos
kardiovaszkularis mellékhatasai lehetnek [60], a pioglitazont pedig Osszefliggésbe hoztak

csonttorésekkel [61], valamint holyag- és prosztatakarcinomaval [62].

Az inkretineket befolyasolo szerek csoportjaba tartoznak a szubkutan adhaté GLP-1 agonistak
¢s az oralis DPP-4 gatl6 szerek. A GLP-1 agonistak GLP-szerli hatdssal rendelkeznek, ami
emelkedett  inzulinszekréciot,  csokkent  glukagontermelést,  csokkent  hepatikus
glikozkibocsatast, lassabb gyomoriiriilést és fokozott teltségérzetet jelent [63]. Vannak hosszu
hatastartamui (dulaglutide, albiglutide, liraglutide) és rovid hatastartamu szerek. Altalanosan
igaz, hogy a HbAlc-t 1%-kal, a testsulyt pedig 4 kg-mal képesek csokkenteni, hipoglikemizald
hatasuk nem jelentés (kivéve, ha kombinacioban alkalmazzuk metforminnal vagy
szulfoniluredkkal) [63], legfontosabb mellékhatasuk pedig a hanyinger, illetve hanyas. A GLP-
1-nek szdmos jotékony hatdsa van a [B-sejtekre és a testre, mint pl.: antiapoptotikus és
proliferativ hatds a P-sejtekre, csokkent étvagy, lassabb tdpanyagfelszivodas a lassabb
gyomoririilésnek koszonhetéen, valamint lehetséges endotélvédé hatas [64], ezaltal a
legigéretesebb gydgyszercsoport a diabéteszes patofizioldgia helyreallitisdban. A DPP-IV
inhibitorok (sitagliptin, saxagliptin, linagliptin, vildagliptin, alogliptin) pedig potencirozzak a
GLP-1 anal6gok hatasat, gatolva azok lebomlasat, és biztonsagosan adhatok kozépsulyos vagy

akar sulyos veseelégtelenségben is [63].

Az SGLT-2 gatlok (dapagliflozin, canagliflozin, empagliflozin) a leglijabb terapias csoportot
képezik. Ezek a szerek a vese proximalis tubulusaiban gatoljak a gliikkoz reabszorpciodjat [65],
ezaltal fokozzak a renalis kitiriilést. Hatékonyan csokkentik a HbAlc-t [66] és a testsulyt ([67]).
Legfontosabb mellékhatasuk a hugyati fertdzések, melyek a vizelet magasabb

cukortartalmanak kdszonhetéek, és kiilondsen a néknél fordulnak el gyakran [68].
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Az inzulindeficiens betegek esetében, akiknél a 2-es tipusu diabétesz kevésbé jol kontrollalt,
sziikséges lehet az inzulinterdpia, mely rovid ideig alkalmazva stabilizalhatja a betegséget a
korai szakaszban, csokkentve a gliikotoxicitast, €s megérizve a B-sejtek funkciojat [69]. A 4-T
tanulmany (Treating To Target Type 2 Diabetes) szerint a leghatékonyabb, ha bazalis
inzulinterapiat alkalmazunk oralis, illetve szubkutdn adandé készitményekkel kombinalva. A
prandialis, rovid hatdsu inzulin is hasonlé hatékonysagu lehet, de ebben az esetben nagyobb a

hipoglikémia veszélye [70].

3.2. A melanokortin rendszer

Az eml6s melanokortin rendszer olyan hipotalamikus neuronokbdl all, melyek Neuropeptid Y-
t (NPY) és Agoutihoz kapcsolt peptidet (AgRP) expresszalnak, foként a hipotalamusz nucleus
arcuatus teriiletén; olyan ARC neuronokbodl, melyek Pro-opiomelanokortint (POMC)
expresszalnak; agytorzsi POMC neuronokbol a nucleus tarctus solitarii teriiletén; a POMC ¢és
AgRP neuronok célsejtjeibol; endogén agonistakbdl (POMC-szarmazék peptidek);
antagonistakbol (agouti peptid és AgRP); 5 MCR altipusbol és MRAP-kbol all [71].

3.2.1. POMC-szarmaz¢k peptidek

A POMC-szarmazék peptideket a hypothalamus nucleus arcuatus neuronjai, a nucleus tractus
solitarii neuronok, az agyalapi mirigy eliils6 és koztes lebenyei, a bor keratinocitai €s szamos
periférias szerv, mint példaul a reproduktiv szervek termelik [72, 73]. A legtobb tudasunk az
agyalapi mirigy altal termelt peptidekrdl van. Az eliils6 lebeny altal szekretalt f6 peptid az
ACTH, mig a koztes lebeny altal termelt f6 peptid az a-MSH [74]. A melanokortin fehérjék
tapanyagbevitelt befolyasolo hatasat eloszor 1986-ban irtak le [75], és azdta szamos kutatas
igazolta, hogy az intracerebralisan alkalmazott, természetesen is el6forduld6 ACTH, a-MSH és
B-MSH csokkenti a taplalékfelvétel mértékét [76, 77]. A melanokortin fehérjék periférias
funkcioit eddig kevéssé tanulmanyoztak, annak ellenére, hogy ismeretes az MCR-k
nagymértéki periférias jelenléte (3. tablazat) [71]. A MCR-k G-proteinhez kapcsolt receptorok,
melyeket a POMC-bol szarmaz6 peptidek képesek aktivalni ([78]), amely aktivacio emelkedett
adenilat ciklaz aktivitast, ezaltal fokozott intracellularis cAMP termelést és PKA aktivitast
eredményez. 5 féle melanokortin receptor kiilonithetd el, melyek mind mas-més funkcioval

rendelkeznek. Az MCIR elsdsorban a pigmentacio szabalyozasaért, valamint a fehér zsirsejtek
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jatszik szerepet, valamint a lipolizist serkenti [80, 81], az MC3R és MC4R az energia
homeosztazisban, az MC5R pedig a kiils6 elvalasztasa mirigyek mitkodésében fontos [78]. S6t,
bebizonyosodott, hogy az MCR-k rendelkeznek gyulladas gatld hatassal is (MC1R és MC3R)
[82], illetve szerepiik van a barna zsirszovet altali termogenezis szabalyozasaban (MC2R és
MC5R) [83]. A receptorok koziil az MC3R-ro6l, MC4R-rél és MC5R-r6l mutattak ki, hogy
rendelkezik bizonyos affintidssal az a-MSH-hoz [84].

Melanocitak, melanoma, makrofagok,

MC1-R P
Zsirszavet

MC2-R Mellékvesekéreg, zsirszdvet

Agy. placenta, duodenum,

MC3-R L
hasnyalmirigy, gyomor

Agy, gerincveld, izom, szimpatikus

MC4-R idegrendszer

Agy, bér, mellékvesekéreg,
MC5-R csecsemamirigy, herék, ovarium, izom,
zZsirszovet

3.tablazat: A melanokortin receptorok kifejezddése kiilonb6zo szervekben [84].

A melanokortin rendszer centralis metabolikus hatasaiért az MC3R és MC4R felelds, mely
receptorok mutacioja sulyos elhizast eredményez [85]. Az MC4R-nak szerepe van az
energiafelhasznalds szabalyozasdban. Kimutattak, hogy az egyforma mennyiségli taplalékkal
ellatott Mc4r génhidnyos egerek joval kovérebbek, mint a vad tipust tarsaik, a csokkent
energiafelhasznalas kovetkeztében [86], illetve, hogy az agykamraba injektalt nem-szelektiv
MCR agonista csak olyan egerekben ndveli az energiafelhasznalast, akik funkcionalis MC4R -
ral rendelkeznek [87]. Az a felfedezés, hogy az MC4R az intermediolateralis sejtoszlop
neuronjain is megtalalhat6, aminek patkdnyokban projekcidi vannak a barna zsirszovetet
beidegz6 posztganglionaris neuronokhoz, inditotta el azt a gondolatmenetet, hogy a
szimpatikus idegrendszer befolyasolja az energiafelhasznalast [88]. Az MC4R altal aktivalt
szimpatikus neuronokbdl endokrin szekretoros peptid szabadul fel. A Vgf gén, illetve a VGF-
szarmazék peptid (TLQP-21) azonositasa pedig arra enged kovetkeztetni, hogy az MC4R-nak
a metabolizmus periférids szabalyozasaban is szerepe van (4. dbra). A melanokortinok altal
szabalyozott szimpatikus aktivitdas noveli a véazizmok izulinérzéknységét, csokkenti a
hasnyalmirigy inzulintermelését, fokozza a barna zsirszovet energiatermelését és a fehér
zsirszovet lipolizisét, valamint csokkenti a maj trigliceridtermelését, és noveli a hepatikus

zsirsavoxidaciot. [29].
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4. 4abra. Az MC4R energia homeosztazisra kifejtett hatasai a szimpatikus idegrendszeren keresztiil.

Az MC3R szerepe kevésbé egyértelmii. Kutatdsok szerint részt vesz a taplalkozas cirkadian
ritmusanak beallitdsaban, illetve fokozza az MC4R-ral egyiitt a fizikai aktivitast, ezaltal a
vazizmok zsirsavoxidacidjat [89]. Ezenkiviil szerepe van a periférias inzulinszekrécio

gyulladascsokkent6 hatast [91].

Egy friss tanulmany pedig az étkezés utan megemelkedé o-MSH MC5R-n keresztiil, a
gliikbzhomeosztazisban betoltott szerepére vilagitott ra [92]. A kisérletek igazoltak, hogy
sovany egerekben az étkezés utani vércukorszint emelkedéssel parhuzamosan né az a-MSH
plazmakoncentracidja; igy az a-MSH javitja a gliikoztoleranciat GTT soran, a soleus és
gastrocnemius izmok cukorfelvételének fokozéasa révén, melyet a centralis MC3R és MC4R
blokkolasa nem befolyasol; illetve, ez a jelenség valoszinlisithetden az MC5R-nak kdszonhetd,
mivel MC5R KO egerekben vagy MC5R szelektiv antagonista vegyiilet alkalmazéasa mellett
nem figyelheté meg. A lehetséges molekularis hattér az MCSR altali cAMP szintemelkedés,
ezaltal a PKA enzim fokozott aktivitdsa, aminek eredményeképpen tobb GLUTI2
expresszalodik az izomsejtek membranjaban, ezaltal nd a gliikozfelvételiik. Azt is kimutattak,
hogy elhizott allatokban az a-MSH kezelés nem éri el ugyanezt a hatast, illetve, hogy ezen
allatokban magas a PDE aktivitasa, mely elbontja a cAMP-t [93]. A kisérletben a PDE-gatlo
teofillin alkalmazéasa mellett az a-MSH kezelés képes volt ugyanazt a hatast produkalni, mint

sovany allatokban.
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A fenti adatok aldtdmasztjdk, hogy a melanokortin rendszernek mind centralisan, mind
periféridsan nagy szerepe van az energia-homeosztazis, illetve metabolikus egyenstly

fenntartasaban.

3.2.2. Az o-MSH iszkémia/reperfizioban betdltott szerepe

Az iszkémia/reperfuzios sériilés és a kovetkezményes szoveti karosodas szamos patoldgias
allapotban jelentOs rontod tényezok. Ilyen példaul a diabéteszes retinopatia [94], a retinalis
érelzarddas [95] vagy a sziv [96] - és agyinfarktus [97]. Az elmult 3 évtized kutatdsai
bizonyitottak, hogy a reperfuzio, azaz a véraramlas, oxigén és tdpanyag visszajutasa a korabban
iszkémias teriiletre, hirtelen metabolikus, morfoldgiai, elektrofiziologiai, és funkcionalis
karosodasokat idézhet el [98]. Az iszkémia/reperfizié (I/R) indukalt miokardiumkarosodas
hattérmechanizmusai nem teljesen tisztdzottak, de valdsziniisithetd, hogy tobb kiilonbdzd zavar
egyiittes eredménye, mint pl.: az o és B receptorok [99], ionok [100], zsirsavak és foszfolipidek
[101], szabadgyokok [102], kiilonbozo génregulaciok [103] és apoptotikus jelek [104]. Korabbi
kutatasok igazoltdk az a-MSH gyulladdscsokkentd hatasat, valamint, hogy képes enyhiteni
kiilonboz6 szervek, mint a vese [105], a gasztrointesztinalis traktus [106], valamint az agy [107]
I/R altal okozott karosodasat. Ennek a tanulmanynak a szerzdéi bebizonyitottak, hogy az a-

MSH-nak szerepe van a retinalis [27] és miokardialis [38] karosodasok kivédésében is.

A hattérben zajlo molekuldris mechanizmust illetden tobbféle allaspont 1étezik. Chiao H. és
munkatarsai a renalis I/R elleni védekezésben az a-MSH gyulladasellenes hatasat talaltak
legfontosabbnak. Kimutattak, hogy az a-MSH csokkenti az I/R-t szenvedett teriiletre érkezo
neutrofil granulocitak szamat, a kemokinszintézis csokkentése révén; mérsékli az adhéziohoz
szlikséges ICAM-1 molekula termelddését; valamint az NO szintetdz enzim indukciojat, ezaltal
a vese fehérjéinek nitraciojat [105]. Zou L. és munkatarsai szintén az o-MSH
gyulladascsokkentd hatasat hangstlyoztdk. Gasztrointesztinalis I/R-t vizsgalo kisérleteikben
ravilagitottak arra, hogy az a-MSH csokkenti a mieloperoxiddz enzim (MPO) aktivitasat, az
NF«B DNS-koto képességét, ezaltal gyulladast medidlo faktorok termelddését, kimondottan az
IL-6 fehérje expresszigjat, illetve jelentdsen novelte a hemoxigenaz-1 enzim szintjét, melyrol
ismeretes sejtvédd, antiapoptotikus és antioxidans hatasa [106]. Forslin Aronsson S. és
munkatarsai altal végzett agyi I/R-s kisérletben igazolhat6 volt, hogy az a-MSH gatolja az I/R

altal okozott neuronpusztulast, valamint az asztrocitaszaporulatot — és aktivaciot [107].

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai pedig azt tamasztottdk ald, hogy az a-MSH jelentds
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potenciallal bir a miokardidlis és retinalis I/R-s karosodasok kivédésében. A miokardium I/R
utani allapotdnak javuldsdra a korondriadramlas, aortadramlds, bal kamrai nyomas
novekedésébdl, az infarktus terliletének csokkenésébdl, valamint a reperfizid-indukalt
kamrafibrillacio el6forduldsi gyakorisaganak mérséklodésébdl kovetkeztettek a kutatok. A
legjelentdsebb hattérmechanizmusként az a-MSH 4altal serkentett kortikoszteron termelést,
illetve a kortikoszteron-indukalt fehérje expressziot, és kovetkezményes gyulladascsokkenést
jelolték meg [38]. A retinaban ERG-vel, szovettannal, molekularis biologiai vizsgalattal
(Western Blot) és enzimaktivitas méréssel volt igazolhato, hogy az a-MSH dozisfiiggé modon
javitja a retinalis ’b’ hullamok amplitaddjat, valamint csokkenti a retindlis 0démat és
mitokondrialis kdrosodést. A megfigyelt hatasokat a szerz6k részben az a-MSH éltal fokozott
HO-1 aktivitasnak tulajdonitottdk, mely aktivitdsnovekedéssel parhuzamosan javult a
retinafunkcid, illetve szelektiv HO-1-gatlé molekula (SnPP) alkalmazas hataséara a vart javulas

elmaradt [27].

3.3. A hemoxigenaz rendszer

Szamos patologids folyamat jellemzdje a diszregulalt gyulladasos valasz, melyek esetében a
reaktiv oxigéntartalmti molekuldk stlyos szisztémds vagy lokalis szovetkarosodast
eredményezhetnek. Ez, az ugynevezett ,,oxidativ stressz” tobb kiilonb6zé behatdas nyomén
alakulhat ki, mint pl.: betegségek, mechanikai vagy hdhatas, sugéarzds vagy kiilonb6zo
méreganyagok. Amennyiben megoldatlan marad, ezek az oxigéntartalmii molekuldk reakcioba
lépnek a sejtekkel, karositjak a funkcidjukat vagy esetleg megolik 6ket [108]. Az oxidativ
stressz megeldzése ¢€s terapids megoldasa elsdsorban ugynevezett antioxidansokon alapul,
melyek képesek semlegesiteni a reaktiv oxigéngyokoket. Mindazonaltal, a kiviilrdl bevitt
antioxidans vegyiiletek foként a szovetkozti térben halmozodnak fel, ezaltal kevésbé
hatékonyak, mint az endogén modon termelddd, fiziologidsan is megtalalhaté sajat antioxidans
vegyiileteink. Ezek viszont gyakorta néznek szembe nehézségekkel, mivel egyre tobb olyan
kiils6 hatas éri a szervezetet, aminek kdszonhetden a reaktiv oxigénmolekuldk szdma rendkiviil
gyorsan nd. Igy a jelen antioxidansokkal kapcsolatos kutatasok f& célja, hogy a szervezetben
megtalalhatd endogén vegyiiletek hatékonysagat ndvelni tudjuk [33]. Egy ilyen endogén
védekez6 rendszer a hemoxigenaz rendszer, mely harom enzimbél all (HO-1, HO-2 és HO-3),
¢s mely formak koziil a kutatdsok legfobb célpontja a stressz altal (pl. iszkémia, reperfuzio,
héhatas, bakterialis lipopoliszacharid jelenléte) indukalhato, testszerte megtalalhato 1-es forma

[109]. A HO-2 allandéan aktiv, és a kozponti idegrendszerben fordul elé nagyobb
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mennyiségben [110]. A 3-as forma jelent0sége még nem teljesen tisztazott. A HO-1
szignifikdns mértékben képes csokkenteni az oxidativ stresszt, ezéltal enyhiteni a
kovetkezményes szovetkarosodast. A HO-1 felelds a vordsvértest pusztulds kovetkeztében
bilirubin — potencialis ellensulyozé hatassal bir az oxidativ stressz, illetve annak
kovetkezményeivel szemben az idegrendszer, kardiovaszkularis rendszer, vese és tiido teriiletén
[33]. Jelen kutatas szempontjabol a kardiovaszkularis rendszerre kifejtett hatdsai a
legfontosabbak, melyeket az 5. abra szemléltet. A CO altal serkentett guanilat ciklaz mikodés
fokozza a cGMP termelddést, ezaltal vazodilataciot eredményez, valamint csokkenti az
érsimaizom proliferaciot, igy javitja a korondriadramlast, és csokkenti a periférias érellendllast.
Ezental megfigyelték, hogy a CO csokkenti az I/R soradn kialakulé kamrafibrillaciok
gyakorisagat, mely hatas SnPP adasaval felfiiggesztheté [111]. Mind a CO, mind a HO-1
stabilizalja a Na* és K* eloszlast, ezaltal az érsejtek membraningerlékenységét [112]. A

crer

aktivitasat, ezaltal szerepe van a kardiovaszkularis gyulladas és I/R karosodas mérséklésében
[113, 114].

Kutatocsoportunk 2011-ben ravilagitott arra, hogy a HO-1-nek fontos szerepe lehet az iszkémia
utani kardialis felépiilésben. HO-1 transzgenikus és nem transzgenikus egerekbdl izolalt
sziveket vetettek ald iszkémia/reperfiizids allapotnak. Szignifikans helyreallast tapasztaltak a
transzgenikus egerek szivének korondriaaramlasaban, aortadramldsadban és aortanyomasaban,
valamint az infarktus méretének és kamrafibrillaciok gyakorisaganak jelentds csokkenését a
nem transzgenikus egerek szivének értékeihez képest, mely javulds SnPP egyidejli adasara
eltlint. A transzgenikus egerekbdl szarmazo szivekben emelkedett CO-termelést, csokkent

szoveti Na* - és Ca* - felhalmozodast, valamint csokkent K* - vesztést figyeltek meg [36].
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5. é&bra. A HO-1 kardiovaszkularis véd6hatasai.

Mindezen eredmények fényében, illetve az a-MSH ismert HO-1 indukal6 hatasabol kiindulva
kisérletsorozatunk kezdetén azt a feltételezést tettiik, hogy az a-MSH kezelés éltal fokozott HO-
1 aktivitdsnak és kovetkezményes cellularis folyamatoknak szerepe lehet a diabéteszben
gyakran eldéforduld I/R-s szovOdmény altal okozott kardiovaszkularis karosodasok
megeldzésében, illetve kezelésében, mely hatasok human vonatkozasban is potencialis terapias
lehetdséget rejthetnek. Jelen tanulmany irdsakor az a-MSH eziranyu kardiovaszkularis hatésait

diabétesz allatmodellben még nem vizsgaltak.
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4. Anyagok és modszerek
4.1. 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 (Charles River International, Inc, Wilmington, MA) vizsgaltunk. Az allatokat
szobahOmérsékleten (20-24°C), valtakoz6 fényviszonyok (12-12 h vilagos, illetve sotét
periodus) mellett tartottuk. A Sprague-Dawley patkanyokat normal ragesalo tappal, mig a ZDF
allatokat specialis, Purina 5008, tappal (LabDiet, St. Louis, MO, USA) etettiik. Mindkét faj

tetsz6leges mennyiségii (ad libitum) tapot ill. vizet fogyaszthatott.

4.2. Etikai iranyelvek

A kisérleti allatok huméanus béanasmoddban részesiiltek, az Eurdpai Unio 2010/63/EU
rendeletének ,,Laboratoriumi Allatok Ellatasanak Alapelvei” szerint, megfelelve az Orvosi
Kutatisok Nemzeti Tarsasaganak, valamint a Laboratoriumi Allatok Ellatdsardl és
Hasznalatardl szo6l6 Iranymutatasnak, amit a Nemzeti Tudoményos Akadémia szerkesztett, s
a Nemzeti Egészségligyi Szervezet publikalt (NIH Publikacios No. 86-23, javitott 1985-ben).
Az sszes altalunk hasznalt protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
vette nyilvantartasba (DE MAB 45/2001 és DE MAB 35/2007) és a Hajdu-Bihar Megyei
Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellen6rzd Allomas, valamint a Hajdu-Bihar Megyei
Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsdgi és Allategészségiigyi lgazgatosag
engedélyezte. A kisérletek kezdete eldtt 4 hetes adaptacios periddust biztositottunk az allatok

szamara.

4 3. Kisérleti elrendezés

4.3.1. Elso kisérleti elrendezés

Az a-MSH hatéséanak felderitésére alkalmazott kisérleti stratégidkat a 6. abra 6sszegzi. Ebben

a tanulmanyban 5 alapprotokollt dolgoztunk ki.

l. o-MSH elokezelés hatasdnak vizsgalata a kardidlis HO-1 expressziora

iszkémia/reperfiizids sériilés estén.
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16 egészséges, 300-330 g sulyu, him Sprague Dawley patkdnyt 2 csoportra osztottunk

(n=8/csoport). Az I-a csoport tagjai 0,5 ml fizioldgias sdoldatot kaptak szubkutan, 24 6raval az

izolalt szivmodell kivitelezése el6tt (1asd az Izolalt ,,dolgozd sziv” c. részt), az I-b csoport allatai

250 pg/ttkg a-MSH oldatot (fiziologias sdoldatban oldva) kaptak szubkutan, 24 6raval az izolalt

szivmodell elvégzése eldtt. Az izolalt ,,dolgoz6 sziv”’ modell kivitelezése soran az allatok szivét

iszkémia/reperfizionak tettiik ki (lasd a Globalis iszkémia és reperfuzid indukalasa izolalt

,dolgozo sziven” c.

részt). A miokardiumbol szarmazé mintakat folyékony nitrogén

segitségével lefagyasztottuk, és -80 °C-on taroltuk a tovabbi Western Blot analizisig (6A abra).

La fiz 86 e —
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6. abra. Kisérleti terv az els6 fazishoz. A kutatas kiilonb6zd részeit az alabbi protokollok alapjan végeztiik. A, 1.

protokoll: a-MSH el6kezelés hatdsanak vizsgalata a kardialis HO-1 expressziora iszkémia/reperfuzios sériilés

estén. B, II. protokoll: A HO-1 ttvonal jelentéségének felderitése az a-MSH kardioprotektiv hatasaiban. C,

III. protokoll: Az a-MSH direkt kardialis hatdsainak megbecsiilése izolalt ,,dolgoz6 sziv’ modellen. D, IV.

protokoll: Az a-MSH echokardiografiaval mérhet6 szivfunkciokra kifejtett direkt hatasainak analizise. E, V.

protokoll: Izolalt aorta gyliriik o-MSH adminisztraciora adott vaszkularis valaszainak vizsgalata.
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Il. A HO-1 utvonal jelentdségének felderitése az a-MSH kardioprotektiv hatasaiban

A 1. protokoll szerint (6B abra), egy masik Sprague Dawley patkanypopulaciot alkalmaztunk
(50 allat), melyet 4 csoportra osztottunk az izolalt ,,dolgozé sziv”’ modellt 24 6raval megel6z6
elokezelés alapjan (lasd az Izolalt ,,dolgozé sziv” c. részt): a Il-a csoport tagjai (n=15)
szubkutan 0,5 mL fiziologias sooldat injekciot kaptak; a II-b csoport allatai (n=14) szubkutan
250 ng/ttkg a-MSH oldatot (fizioldgias séoldatban oldva) kaptak; a II-c csoportba tartozo
patkanyok (n=11) intraperitonealisan 50 pg/ttkg SnPP-t 0,5 mL fiziologias s6oldatban feloldva
kaptak 250 pg/ttkg szubkutan a-MSH oldattal egyiitt; mig a II-d csoport allatai (n=10) csak 50
png/ttkg SnPP-t 0,5 mL fiziologids séoldatban feloldva kaptak intraperitonedlisan. Az izolalt
,,dolgozo sziv’ modell kivitelezése soran az allatok szivét iszkémia/reperfiizidonak tettiik ki (lasd
a Globalis iszkémia és reperfizid indukaldsa izolalt ,,dolgozé sziven” c. részt). A kisérlet
végpontjaként a miokardiumszovetbdl szarmazd mintdkat vagy folyékony nitrogén
segitségével lefagyasztottuk, és -80 °C-on taroltuk a tovabbi HO-1 aktivitds meghatarozasaig
vagy megfestettiik Oket az infarktalodott teriilet nagysaganak megéallapitasahoz (TTC festés),

amit folyékony nitrogénnel torténd lefagyasztas és -80 °C-on torténd tarolas kovetett.

1. Az o-MSH direkt kardialis hatdsainak megbecsiilése izolalt ,,dolgozd sziv”

modellen

Kezelésben nem részesiild Sprague Dawley patkanyok szivét (n=8) hasznaltuk izolalt ,,dolgozé
sziv”’ modell kivitelezéséhez (14sd az 1zolalt ,,dolgozo sziv” C. részt) iszkémia/reperfuzio nélkiil.
10 perc modositott Krebs-Henseleit pufferrel torténd retrograd perfuzid (kimosasi periddus)
utdn a késziiléket anterograd modra kapcsoltuk (,,dolgozd sziv”), és mértik a kezdeti
paramétercket (AF, CF, AoP és HR). A kiindulasi szivfunkcié felmérése utan, 1 ml a-MSH
oldatot (1 umol/l a-MSH-t tartalmazott) injektaltunk direkt modon az aorta kaniil oldalsé szaran
keresztiil a rendszerhez. 5 perc eloszlas utan ujra mértiik a szivfunkcids paramétereket, az o-

MSH direkt hatasainak megbecsiiléséhez (6C abra).

IV. Az a-MSH echokardiografidval mérhetd szivfunkciokra kifejtett direkt hatdsainak

analizise

Mint ahogy azt a 6D abra mutatja, kezelésben nem részesiilé patkanyoknal (n=8) ketamin-
xylazin kombinacidval altalanos érzéstelenitést alkalmaztunk, majd leborotvaltuk a
mellkasukat. A jobb jugularis vénat lathatova tettiik, majd megtisztitottuk a kornyezd
kotdszovettdl, egy apro bemetszést ejtettiink a véna falan, majd egy fiziologias sooldatot

tartalmazo polietilén kaniilt vezettiink bele. Ezutan az éllatot haton fekvé pozicioba helyeztiik,
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¢s elvégeztiik az echokardiografias méréseket (lasd az Echokardiografia c. részt). Az alap
paraméterek regisztralasa utan, 3 kiilonb6z6é dozisu a-MSH-t (10, 100, 250 pg/ttkg, ebben a
sorrendben) injektaltunk az allatnak a katéteren keresztil, miutdn wjra regisztraltuk a

szivparamétereket, immar az egyes, illetve kumulativ do6zisu a-MSH befolyasa alatt.

V. Izolalt aorta gylirik o-MSH adminisztraciéra adott vaszkularis valaszainak

vizsgalata

Minden egyes izolalt aorta gylirti kisérlethez (n=8) egy kezelésben nem részesiilt patkanyt
dekapitaltunk guillotine segitségével, majd sietve eltavolitottuk az abdominalis aorta szakaszt
(lasd a Globalis iszkémia ¢és reperfuzid indukélédsa izolalt ,,dolgoz6 sziven” c. részt). 90 perc
Krebs oldatban valé inkubalas utan 1 uM fenilefrint adtunk a 6 aorta gy{iribél 5-hoz, beleértve
az intimatdl megfosztott [ET- (endothelium deprived)] mintat is, 2 percig, melyet egy 45 perces
kimosasi periodus kovetett. Ezutdn az 5 gylrlin a kovetkezd kezelések valamelyikét
alkalmaztuk: (1) Krebs oldat 6nmagéban az egyik intakt gylirthdz (naiv) és (2) az intimatol
megfosztott gylirth6z (naiv ET-), (3) 200 uM NOARG, (4) 3 uM INDO ¢s (5) 200 uM NOARG
3 uM INDO-val egyidejlleg. Ezen kezelések utan azonnal 1 puM fenilefrint adtunk az 5
preparatumhoz. 30 perc elteltével, mialatt a kontraktilis er6 elért egy plato értéket, minden aorta
gylriihoz készitettiink egy a-MSH koncentracio-hatas (E/c) gorbét (1 nM-tol 1 pM-ig). A 6.
aorta gylirli esetében (6), a 90 perc Krebs oldatban valo6 inkubéalés utan készitettiik el az a-MSH
E/c gorbét (1 nM-tol 1 uM-ig). AZ V. protokolt (n=8) a 6E abra illusztralja.

4.3.2. Masodik kisérleti elrendezés

A masodik fazis kisérleti tervét a 7. abra szemlélteti. 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 részesiilé allatok (MSH, n=6). Mindkét
csoport tagjai szubkutdn beliiltetett ozmotikus mini pumpa (a 4.13. részben részletezve)
segitségével kaptak a kisérleti hatoanyagot, 6 héten keresztiil. A jelen tanulmany hidnyossaga,
hogy nem abrazolunk adatokat az egészséges (sovany) kontroll allatokrol. Az alfa-MSH
koncentracidja 4,8 mg/ml volt, a pumpa pedig 0,15 pl/érds doézisban adagolta az allatoknak
(0,72 pg o-MSH oranként). 6 hét utan regisztraltuk a végpont értékeket (suly, OGTT,
echokardiografia, szérum paraméterek és vérnyomas), majd pedig exterminaltuk az allatokat

mélyaltatds (ketamin/xylazin kombinacio, CALYPSOL® (ketamin), Richter Gedeon Nyrt.,
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Budapest, Magyarorszag; NERFASIN® (xylazin), Le Vet. Pharma BV, Oudewater, Hollandia)

crer

Az izolélt szivmodell elvégzése utan pedig a szivizomszoveteket gyorsan lefagyasztottuk a
NADPH oxidaz aktivitas és miocita er6 meghatarozasahoz. A baziléris artéridkon kontraktilis

erd méréseket végeztiink.

0. nap 1. nap 6 hét 44. nap 45.nap

T\ Y J 1 I

Sily, OGTT, Végpont mérések: suly, OGTT,
echokardiografias echokardiografia, szérum
vizsgalatok paraméterek és vérnyomas

7. abra. Kisérleti terv a kutatas masodik fazisahoz.

4.4. Kémiai reagensek

Az a-MSH-t a Sigma-Aldrich Kft.-tol vasaroltuk meg (cikkszam: 581-05-5), mig az Sn(IV)
protoporfirin 1X dikloridot (SnPP, MFCD#:MFCD00673909) 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(iriikon torténd kisérletekhez a
kovetkezO reagensek voltak sziikségesek: fenilefrin, egy szelektiv alfa adrenerg receptor
agonista; a-MSH; Ng-nitro-c-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 kovetkezd dsszetételii Krebs oldatot hasznaltuk: NaCl:
118mM, KCI: 4,7mM, CaCl: 2,5 mM, NaH2PO4: 1 mM, MgCl.: 1,2 mM, NaHCOs: 24,9 mM,
gliikoz: 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 pl ecetsav:viz (1:9) keverékében (vol/vol). A NOARG-t és INDO-t 96%-0s etanolban
oldottuk, majd a NOARG oldatot tovabb higitottuk fizioldgias sdoldattal.
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4.5. Echokardiografia

Az echokardiografias méréseket kutatasunk mindkét fazisaban elvégeztiik, eldzetesen
ketamin/xylazin (50/5 mg/ttkg) intramuszkularis kombinacidju altalanos érzéstelenitésben
részesitett patkanyokon, a kisérletek kezdetén és végén. A kisérleti allatokat haton fekvo
pozicioba helyeztiik, a mellkasukat leborotvaltuk. Az echokardiografias méréseket Vivid E9
ultrahang rendszer segitségével hajtottuk végre (GE healthcare, Little Chalfont, Nagy
Britannia), egy ragcsald modellekhez  kifejlesztett transzducerrel, 14 MHz-es
munkafrekvencidval, magas temporalis és térbeli felbontassal. Minden egyes vizsgalatot 15-20
perces idOtartam alatt végeztiink el. Hagyomanyos méréseket végeztiink 2 dimenzios és M-
modban, standard nézetekbdl. Paraszternalis hossztengelyi és rovidtengelyi metszeteket is
rogzitettiink, hogy biztosak legyiink abban, hogy mind a mitralis, mind az aorta billenty,
valamint az apex is abrdzoldodik. A paraszternalis rovidtengelyi metszeteket a kozéppapillaris
izmok sikjaban rogzitettiik. M-mod 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 Tarsasdg (ASE) ajanlasainak
megfelelden végeztilk. Minden vizsgalat alatt folyamatosan monitoroztuk az allatok EKG-jat.
Az alabbi paramétereket elemeztiik a mérések soran: az interventrikuldris szeptum vastagsaga
diasztolé és szisztolé alatt (IVSs, IVSd), a bal kamrai végdisztolés (LVIDd) és végszisztolés
(LVIDs) bels6é atméro, aorta gyok atmérd (Ao), bal pitvari atmérd (LA), bal kamrai ejekcids
frakcio (EF), szivfrekvencia (HR), mitralis gytirii szisztolés csucskitérése (MAPSE), bal kamrai
cstics E- és A-hullamok (pitvari korai és késoi telodési sebesség), E/A arany (E/A), ejekciods 1d6
(ET), izovolumetrids kontrakcios és relaxacios id6 (IVCT, IVRT), miokardium performacios
indexe (MPI vagy Tei-index), lateralis ¢’ és a’ hullam sebessége, lateralis e’/a’ arany, E/e’
arany, bal kamrai kiaramlas (LVOT) maximalis €s 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 frakciondlis rovidiilést (FS) és az ejekcios frakciot (EF) az
echokardiograf szoftvere kalkulalta (Teicholz-formula alapjan), mig a bal kamra tomegét (LV
tomeg) a kovetkez6 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
interventrikuldris szeptum diasztolés vastagsaga; a PWd a poszterior fal diasztolés vastagsaga.

Minden adatot 3-5 egymast kovetd szivciklus soran mért értékek szamtani atlagolasaval
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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 interpretacio biztositasa érdekében.

4.6. 1zolalt ,,dolgoz6 sziv”

Kutatasunk mindkét részében rogzitettiink patkdnymodellre kialakitott izolalt ,,dolgozo sziv”
apparatus segitségével mérhetd 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 perfuzios
pufferbe helyeztiik, miutan az aortan keresztiil kaniilaltuk a sziveket. A sziv perfiziojat a
Langendorff-protokollnak megfeleléen végeztiik, 10 perc kimosasi periodust (gynevezett
,hem dolgozd” tizemmodban) alkalmaztunk konstans perfuzids nyomassal, ami 100 kPa-nak
felelt meg. A 10 perc kimosasi id0 alatt eltavolitottuk a vért, és a sziv adaptalodott a
megvaltozott koriilményekhez. A perfizios médium moddositott Krebs-Henseleit bikarbonat
puffer (mKH puffer) volt (118mM NaCl, 4,7mM KCI, 1,7mM CacCl,, 25mM NaHCO3, 0,36
MM KH2POg4, 1,2 mM MgSOs és 10 mM gliikdz). Egy kétfejii perisztaltikus pumpa kontrollalta
,»,dolgozd” lizemmadra kapcsoltuk: megsziintettiik a retrograd dramlést és a pulmonalis véna
feldl, anterograd iranyba perfundaltattuk a sziveket [115]. Ezt kvetden 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 (ADInstruments, PowerLab, Castle Hill, Ausztralia) segitségével
regisztraltuk, az aorta dramlést (AF) és korondria aramlast (CF) aramldsmérével hataroztuk
meg, mig a verdtérfogatot (SV) és perctérfogatot (CO) ezekbdl a mérésekbdl szarmaztattuk
[116-118]. Az ezektdl eltérd értékeket a kiilonbozé protokollok részletezik. Kutatasunk elsé
fazisanak kisérleti terve alapjan az I. és II. protokoll szerint ezutan 30 perc globalis iszkémia,
majd 120 perc reperfiizié kovetkezett, ami alatt folyamatosan nyomon kovettiik a szivfunkcios
paramétercket, a 30., 60., 90. és 120. percben. A Ill. protokoll szerint, a kezdeti értékek
megallapitdsa utan az iszkémia/reperfizi6 helyett, 1 ml o-MSH oldatot (I pmol/L
koncentracioban) injektaltunk kozvetlentil a rendszerhez, az aorta kaniilon keresztiil, az a-MSH

adminisztracié direkt hatdsdnak monitorozasa céljabol (lasd még a Kisérleti elrendezés c.
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részben). A kutatdas masodik fazisdban a 6 hetes kezelési idoszak végén végrehajtott
exterminaciot kovetden végeztiik el az izolalt ,,dolgoz6 sziv” kisérletet. Mindkét fazisban a 120
perces reperfuziot kdvetéen azonnal miokardium biopsziat vettiink a bal kamra szovetébdl,

melyeket lefagyasztottunk tovabbi analizis céljabol [119].

4.7. Globalis 1szkémia és reperfiizi6 indukalésa izolalt ,,dolgozo sziven”

Az izolalt ,,dolgozo sziveken™ torténd globalis iszkémia indukalasa a kutatds els6 fazisdban az
I. és II. protokollban szerepelt, mig a masodik fazisban az exterminaciot kovetéen (lasd az
Izolalt ,,dolgozo sziv” és a Kisérleti elrendezés c. részblen) végeztiik el. A kiindulasi
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 (MASTERFLEX, Vernon Hills, IL) megéllitottuk. A reperfiiziét a pitvari és aorta
aramok felengedésével, valamint a perisztaltikus pumpa tjrainditasaval értiik el. A
normotermias globalis iszkémia alatt a miokardium kiszaradasanak megel6zése céljabol a
termosztat iivegedényt (amiben felfiiggesztettiik a sziveket) lefedtiik, és a benne 1évo
paratartalmat konstans értéken tartottuk. A kisérlet teljes idStartama alatt monitoroztuk, és
rogzitettik a szivfunkciot egy szamitégéphez csatlakoztatott, az izolalt miokardiummal
Osszekottetésben 1évo, eziist elektrodakbol €és nyomds transzducerekbdl 4ll6 eszkoz
segitségével (PoweLab; ADInstruments, Castle Hill, Ausztralia). Iszkémia el6tt, illetve a
reperfuzid alatt mértilkk a szivfrekvencidt (HR), korondriaaramlast (CF), valamint az
aortadramlast (AF). Az AF-t a szivbdl adott id6 alatt kipumpalt pufferoldat mennyiségébdl
allapitottuk meg, mig a CF-et az adott 1d6 alatt mért, szivbdl tdvozo koronaria perfuzatumbol
hataroztuk meg. A kisérlethez eldre megallapitottunk kizard kritériumokat, igy amennyiben az
iszkémia periddus elott kovetkezett be kamrai aritmia, gy azt az izolalt szivet kizartuk a

vizsgalatbol.

4.8. Kardialis aritmia incidencia megallapitasa

A kutatasunk elsé fazisaban az izolalt ,,dolgoz6 sziv’ modellek értékelése alatt epikardidlis
elektrokardiogram (EKG) monitorozast végeztiink ketté darab, kozvetleniil a szivhez
csatlakoztatott eziist elektroda segitségével. Az EKG regisztratumok kiértékelésével
allapitottuk meg a kardialis aritmidk incidencidjat. Kvantalis megkozelités alapjan analizaltuk

az aritmidkat: volt-e minimum 1 aritmids esemény vagy nem. Az aritmidkat (tehat, min. 1
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aritmids esemény bekdvetkezett) tovabbi 2 csoportra osztottuk a kovetkezok szerint: (1) ha az
aritmias esemény(ek) utdn spontan médon helyredllt a sziv pumpafunkcidja, akkor ,,nem-
komoly” aritmiaként jellemeztiik, mig (2) ha a pumpafunkcié nem &llt helyre, akkor ,,.komoly”
aritmiaként jellemeztiik, figyelmen kiviil hagyva az aritmia tipusat vagy mechanizmusat, illetve

az aritmias események szamat.

4.9. 1zolalt aorta gytirti kisérlet

Az elsd fazis minden kisérletéhez dekapitaltuk a patkdnyokat guillotine segitségével, majd
sietve eltdvolitottuk az aorta abdominalis szakaszat. Minden kisérleti allatbdl szarmazo aortabol
6 db, egyenként kb. 2 mm széles gyliriit hasitottunk le. Az egyik gytiriit megfosztottuk az intima
rétegétdl egy kis pamut tampon segitségével. Minden gyliriit vizszintesen felszereltiink egy
huzalos szerelvényre, 10 mN nyugalmi fesziiléssel, egy kb. 10 mL-es fliggdleges
szervkamraban (Experimetria TSZ-04), ami 95% O> és 5% CO2 (36 °C; pH 7.4) keverékkel
oxigenizalt Krebs oldatot tartalmazott. A korkords izom izometrids kontrakcios erejét egy
transzducer segitségével hataroztuk meg (Experimetria SG-01D), és egy poligraf segitségével

regisztraltuk (Medicor R-61 6CH Recorder).

4.10. Az izolalt ,,dolgoz6 szivek™ infarktalddott teriileteinek meghatarozasa

Kutatasunk els6 fazisaban direkt, az allatok feldldozasa utdni modszerként trifenil-tetrazolium
klorid (TTC) festést alkalmaztunk minden egyes sziv infarktalodott teriiletének azonositasahoz.
Az izolalt ,,dolgozo sziv” modell kisérlet végén foszfatpufferben (NazHPO4 88mM, NaH2PO4
1,8 mM) 1évé 100 mL 1%-0s TTC oldatot adtunk direkt modon a rendszerhez az aorta kantil
oldals6 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 irdny metszeteket készitettiink az apiko-bazalis tengely
mentén, melyek sulyat megmeértiik, szarazra itattuk, végiil szovettani targylemezekre helyeztiik
Oket, és a Hewlett-Packard Scanjet szkenner (Hewlett-Packard Palo Alto, CA) segitségével
beszkenneltiik. Az NIH 1.61 képszerkesztd szoftver hasznalataval minden kép esetén egyenld
mértékll hattércsokkentést, fényerdt és kontraszterdsitést alkalmaztunk a jobb mindség és
elkiilonithet6ség érdekében. Az infarktus teriileteit (halvany teriiletek, fehér pixelek) minden
képen koriiljeloltiik, és méretiiket pixelstiriség analizissel szamoltuk Ki. Az infarktalodott és a

teljes terlilet nagysagat szamitdgépes planométer szoftver segitségével mértiik: Scion for
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Windows Densitometry image program (version Alpha 4.0.3.2, Scion Corporation, Meyer
Instruments, Inc, Houston, TX). Az infarktus méretét minden sziv esetén az érintett teriilet teljes

terlilethez viszonyitott szdzalékos aranyaban adtuk meg (pixel szazalék).

4.11. A szivizom HO-1 aktivitasanak mérése

A kutatasunk els6 fazisaban a miokardium HO-1 aktivitasat a kdvetkezo altalanosan hasznalt
protokoll alapjan allapitottuk meg: a szovetmintakat homogenizaltuk egy 7,4 pH-ju, 10 mM
HEPES-t (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetan-szulfonsav), 32 mM szukrozt, 1mM DTT-t
(ditiotreitol), 0,1 mM EDTA-t, 10 ng/mL szdjabab tripszin inhibitort, 10 pg/ml leupeptint és 2
pg/ml aprotinint tartalmazo oldatban (homogenizacios puffer). Minden reagenst a Sigma-
Aldrich Kft. biztositott. A homogenizatum 30 perces, 20 000-n és 4°C-on torténd centrifugalasa
utan megkaptuk a feliiliszot. A Tenhunen és munkatarsai altal alkalmazott modszerrel minden
feliiliszo esetében kiilon meghataroztuk a HO-1 aktivitast [120]. Roviden, a HO-1 aktivitast a
hembdl keletkezett bilirubin szamitdgép alapu spektrofotometrias analizisével mértiik. Ehhez a
HO-1 enzimatikus mérési protokollhoz sziikséges egy reakcidelegy, mely tartalmaz egy rész
feliiluszot, 2 mM gliikkoz-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
MgClz-t és 100 mM KH2POs-t. Minden reakcioelegyet 1 oraig inkubaltunk a sotétben. A
reakcidt az elegy jégre helyezésével szakitottuk meg. A bilirubin-képzdédést a 460 és 530 nm-
en mért optikai denzitaskiilonbségek alapjan allapitottuk meg. A HO-1 aktivitast az orankénti

milligramm fehérjébdl képzddott nanomolaris mennyiségii bilirubin forméjaban fejeztiik ki.

4.12. HO-1 fehérje szivizomszdveti expressziojanak meghatarozasa Western

Blottal
A kutatas elsO fazisanak végén, minden patkany lefagyasztott bal kamra szovetébol 300-300
mg-t homogenizaltunk 800 pL 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 protedz inhibitor koktél) egy Polytron homogenizator segitségével. A
homogenizatumokat lecentrifugaltuk 2000 rpm, 4 °C-on 10 percig. A feliilluszokat tovabb
centrifugaltuk. A maradék feliiluszok citoszolikus extraktumok, amiket kisérletesen ennek a

sejtfrakcionak a meghatarozasahoz hasznaltunk. Ezutdn a mintakat (50 pg minden esetben)
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natrium-dodecil-szulfat gélelektroforézissel szeparaltuk, 12%-0s tris-glicin pufferelt akrilamid-
poliakrilamid gélt alkalmazva 120 V-on 90 percig. Ezt kdvetéen a fehérjéket nitrocelluloz
membranra transzferaltuk 100 V-on 1 oran keresztiil. 5%-os szaritott sovany tejfehérje
(TBST) blokkoltuk a membrant a nem-specifikus kotédések elkeriilése érdekében, majd egy
¢jszakan at inkubaltuk ket a primer antitesttel 4 °C-on (1:1000 higitas; anti-GAPDH; anti-HO-
1 nytl monoklonalis antitest, Sigma-Aldrich Kft.). Az éjszakai inkubéci6 utan a membranokat
torma peroxidaz-konjugalt kecske anti-nytl IgG masodlagos antitesttel kezeltiik (1:3000
higitas). A kotések azonositdsara kemilumineszcens reakcié szolgalt (ECL; Litmus Scientific,
Advansta INC, Menlo Park, CA). Rontgensugar alkalmazasaval valtozé ideig tartd
autoradiografiaval végeztik el az azonositast (Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgium). A
szkennelt blokkok kvantitativ analizisét a Scion for Windows Densitometry Image program

(version Alpha 4.0.3.2, Scion Corporation).

4.13. Ozmotikus Pumpa Implantacioja

A kutatasunk masodik fazisdban az Alzet® ozmotikus mini pumpdk (Duret Corp. Cupertino,
mg/kg) kombinacidja mélyaltatdsaban végeztiik, 1 cm-es nyilason keresztiil. Az implantacio
elott a pumpakat feltoltottiik alfa-MSH oldattal (200 pL, 4,8 mg/mL siirtiségli oldat), majd
behelyeztiik 6ket 37 °C-os fiziologias sdoldatba, minimum 4 orara [121]. A mini pumpak
inzercigjat kovetden a nyilasokat sebészi varratokkal zartuk, majd a sebet Betadine® oldattal
(Egis Gyogyszergyar Zrt., Budapest, Magyarorszag) fert6tlenitettiik. A mutét 10-15 percig
tartott, miutan a patkanyok posztoperativ ellatasban részesiiltek. A pumpa folyamatos, 0,15 pl/h
adminisztraciot biztositott. A kontroll csoport pumpait fiziologids sdoldattal toltottiik meg, és

ugyanezzel a modszerrel iiltettiik be.

4.14. Oralis Gliikoz Tolerancia Teszt (OGTT)

A ZDF patkanyok OGTT-jét a standardizalt médon végeztiik. R6viden, minden allat esetében
elvégeztiik a tesztet a 6 hetes kisérlet kezdetén, valamint a végén, 12 6ras éhezést kbvetden.
3g/kg gliikozt kaptak az allatok, 1g/ml stiriségii oldat forméjaban, orélis szondazasi technikaval
[122]. A szérum gliikoz szintet a farki vénakbol hataroztuk meg a 0., 30., 60., 90. és 120.
percben glikométer segitségével (Accu-check, Roche Diagnostic, Indianapolis, IN, USA).
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4.15. Eber allatok vérnyomasmérése

A kutatds masodik fazisanak végpontjan, a patkanyok szisztolés ¢és diasztolés
vérnyomasértékeit egy non-invaziv, farokra erdsitheté mandzsettaval rendelkez6 eszkozzel —
amely Térfogati Nyomas Regisztralo (Volume Pressure Recording, VPR) szenzor technologiat
(CODA™ surgical Monitor, Kent Scientific Corp., Torrington, CT, USA) alkalmaz — mértiik
meg. A méréseket éber allatokon végeztiik, melyeket egy flitheté miianyag kalodaba helyeztiink
a mérés idejére [123]. Minden allat esetében 5 egymast kdvetd regisztratumot értékeltiink ki a

legpontosabb meghatarozas érdekében.

4.16. Szérum paraméterek analizise
A masodik fazis végpontjan, 14 oras éhezést kdvetden, a patkanyok farokvénajabol szarmazo
vérmintat EDTA-K2 mentes csévekbe (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, USA) tettiikk. A
mintagytijtést és - feldolgozast aszeptikus mdodon végeztiik, hogy minimalizaljuk a hemolitikus
aktivitast. A Debreceni Egyetem Labor Medicina Intézetének segitségével meghataroztuk a

szérum koleszterin,- triglicerid- és vércukor értékeket.

4.17. Izolalt kardiomiocitak eromérése

A masodik fazisban az izolalt ,,dolgoz6 sziv’ modellbdl (n=3-4) szarmaz6 bal kamrai (LV)
kardiomiocitdk (n=12, csoportonként) teljesitményét a kordbban leirt modon meértik, az
iszkémia/reperflizios protokollt kovetden [124]. Roviden, a mélyfagyasztott (-80 °C) szdveteket
mechanikailag szétvalasztottuk, demembranizaltuk 0,5%-0s Triton X-100 detergens oldat
segitségével, 5 perc alatt az izolald 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 ragasztdéanyaggal rogzitettiink egy rozsdamentes acél ’rovar’ tii egyik végéhez, amely
egy nagysebességli hosszmérd berendezéshez (Aurora Scientific Inc., Aurora, ON, Canada)
csatlakozott, mig a masik vége egy érzékeny erdmér6 transzducerhez (SensoNor AS, Horten,
Norvégia) kotodott, 15°C-on. A kardiomiocita izometrids erdgeneracid 2,3 pm-€s
szarkomérhossziisag mellett tortént, és a LabVIEW szoftver (National Instruments Corp.,
Austin, TX, USA) segitségével analizaltuk. Egy egyediilallé szivizomsejt Ca®*-fiiggd
eréképzeését a prepardtum 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) aktivalo oldatba
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(ugyanaz az Osszetétele, mint a nyugalmi oldatnak, azzal a kiilonbséggel, hogy Ca?*-EGTA-t
tartalmaz az EGTA helyett) torténd 4thelyezésével indukdltuk. A Ca®* koncentraciot —
logl0[Ca?*] egységként jeldltik (pCa). Minden oldathoz frissen adtunk proteazgatlot:
fenilmetilszulfonil fluorid: 0,5 mM; leupeptin: 40 uM ¢és E-64: 10 uM. Minden vegyszert a
Sigma-Aldrich Kft-t6] vasaroltunk (St. Louis, MO, USA). A kardiomiocitdk Ca®*-aktivalt
erdgeneraciojat maximalis aktivald oldat segitségével (pCa 4,75), valamint valtakozé Ca?*-
tartalmu oldatok segitségével (pCa 5,4-7,0) mértiikk. A szubmaximalis erdket a maximalis
erokre normalizaltuk, ¢és illesztettiik a modositott Hill egyenlethez az Origin 6.0 analizis
programmal (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA). A pCa50 altal jelzett fél-maximalis
kontrakcidhoz tartoz6 pCa érték Onmagaban meghatdrozza a kontrakcids apparatus
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-

probaval hasonlitottuk 6ssze.

4.18. Artérias kontraktilis eroOmérés

A masodik fazis végén, a ketamin/xylazin kombinacioval 1étrehozott 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, MgSO4: 1 mM, NaHCOz: 24 mM, gliik6z: 5 mM,
KH2PO4: 1,0 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) t6ltott petri csészébe helyeztiik. Az
oldatot korabban egy gazkeverékkel hoztuk egyensulyba (5% CO2, 10% O3 és 85% N2, pH 7,4).
A bazilaris artéridkat mikrosebészeti eszkozok (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Németorszag) segitségével izolaltuk. Az artéridkat egyenlden, 4 mm hosszl gytiriikre vagtuk,
amelyeket egy izometrids kontrakci6 méré rendszerbe applikaltunk (DMT-510, Danish
Myotechnology, Aarhus, Dania). A Ca?*-mentes Krebs oldatot Ca?*-tartalmura cseréltiik
(NaCl: 110 mM, CaCls: 2,5 mM, KCI: 5 mM, MgSO4: 1 mM, NaHCOz: 24 mM, gliik6z: 5 mM,
KH2PO4: 1,0 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Minden kisérlet elott egy
normalizacids protokollt iktattunk be, 1,5 mN erdvel megnyujtva a preparatumokat, amit 15
masodpercenként egyenld mértékben emeltiink, amig a szamolt intraluminalis nyomas el nem

érte a 13,4 kPa-t. A kisérleteket ezutan ezen a fesziilési szinten végeztiik el. Regisztraltuk az
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erek KCl-ra (6-66 mM), szerotoninra (1 nM-10 uM) és angiotenzin II-re (1 nM-100 uM) adott

kontraktilis valaszat.

4.19. NADPH oxidaz aktivitas mérés

A NADPH oxidaz eredetli szuperoxid termelést, a korabbiakban leirt [125, 126] lucigenin altal
gerjesztett kemilumineszcencia segitségével mértiikk a masodik fazis végén. A bal kamrakbol
(LV) szarmazo6 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 csoportbdl is) megkdzelitdleg 100 mg-ot (nedves szovet) homogenizaltunk
(Pro200 homogenizator, Proscientific, Oxford, CT, USA) 10 egység jéghideg 1x Ca?*-mentes
Dulbecco Foszfat Pufferelt Sooldatban (Gibco®, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), ami 40
UM leupeptint és 5 uM E64 protedzgatlot tartalmazott. A centrifugalds utdn a golyot félretettiik,
¢s Bicinchoninias Savi Assay-t alkalmaztunk a feliiliszoban talalhatd fehérjekoncentraciod
meghatarozasa c¢ljabol, borji szérum albumint (BSA) hasznaltunk kontrollként (minden
vegyszert a Sigma-Aldrichtdl vasaroltunk, St. Louis, MO USA). A fehérjekoncentraciok
koriilbeliili értéke 20 mg/ml volt. A NADPH oxidaz enzim aktivitdisméréséhez hasznalt
reakcios elegy 50 pL szivizom homogenizatumot tartalmazott Krebs-(4-(2-hidroxi-etil)-1-
piperazinetanszulfonsav (HEPES) oldatban (NaCl: 110 mM, KCI: 5 mM, MgSO4: 1 mM,
NaHCOz: 24 mM, gliikéz: 5 mM, KH2PO4: 1,0 mM, 20 mM HEPES, 50 uM lucigenin). A
szcintillacios csovek sotét adapticion mentek keresztiil, megmértik a mintdk bazalis
lumineszcencidjat PerkinElmer Tricarb 2800 tr folyékony szcintillacié szadmlaloval
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Az enzimatikus aktivitast 100 uM NADPH
reakcioelegyhez vald hozzaadasaval stimuldltuk. Ezutan 2 percig direkten mértik a
lumineszcenciat. A bazélis és stimulalt lumineszcencia kozotti kiilonbséget kiszamoltuk, majd

normalizaltuk a protein koncentraciora.

4.20. Statisztikai analizis

Az Osszes leirt adat a csoportokbol szarmazo egyes eredmények atlagaiként jelenik meg + az
atlagok standard hib4ja (standard error of mean, SEM). A gaussi eloszlas megallapitasdhoz
D’Agostino & Pearson omnibusz normalitds tesztet alkalmaztunk. A statisztikai analizist
egyutas varianciaclemzéssel (ANOVA) és Bonferroni poszt-teszttel vagy Kruskall-Wallis

tesztet koveté Dunn poszt-teszttel (ha a normalitas nem teljesiilt) végeztiik. 2 csoport kdzotti
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kiilonbség szignifikanciaszintjének meghatarozasahoz Student t-prébat hasznaltunk. Kettonél
tobb halmazt az egyutas varianciaanalizissel hasonlitottunk 6ssze, melyet a Tukey’s posztteszt
kovetett. Az atlagértékek kozotti kiilonbséget szignifikdnsnak tekintettiik, ha p < 0,05 volt. A
statisztikai analizist a GraphPad Prism 6.07 program segitségével végeztilkk (GraphPad
Software Inc, La Jolla, CA).
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5. Eredmények

5.1. A kutatas els6 fazisanak eredményei
5.1.1. Echokardiografias eredmények: Frakciondlis Rovidiilés és Ejekcids

Frakcio (IV. protokol)

Az elso fazis echokardiografias vizsgalatainak eredményeit a 8. dbra mutatja (8A és 8B abra).
Minden allat szivfrekvencidja (HR) és 1égzésszama stabil maradt a kisérlet soran. S6t, mi tobb,
a2 ,vak”, fuggetlen vizsgalo 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 ng/ttkg a-MSH adminisztraciot kovetéen az FS szignifikansan nott,
Osszehasonlitva az injekcio el6tt mért (Kontroll) értékekkel (FS100 pgikg: 53,79 £ 2,497 és FSaso
ugittkg: 55,00 £+ 2,688 vs. FSkontroll: 45,69 + 2,241). Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg az EF
értekekben (EF 100 pgikg: 88,31 4 1,745 és EFas0 ugrike: 89,21 £ 1,527 vs. EFkontron: 81,52 +2,296).
Az a-MSH 10 pg/ttkg dozisban lathatdé emelkedést eredményezett az FS és EF értékekben,
azonban ez az emelkedés nem érte el a statisztikai szignifikancia hatarat (FSio pgikg: 52,50 +
2,773 vs. FSkontron: 45,69 £ 2,241) és (EF10 pgnig: 87,04 £ 1,963 vs. EFkontroni: 81,52 + 2,296).
Az interventrikularis és bal kamrai szabad falvastagsagok, valamint a bal kamra tomegek k6zott

nem mutatkozott szignifikans kiilonbség egyszeri a-MSH adminisztraci6 hatésara.

5.1.2. Izolalt ,,dolgoz6 sziv” modell eredmények (II. protokol)

Az 1. protokol soran kapott izolalt ,,dolgozo sziv”’ modell adatait e cikk keretein beliil nem
részletezziik, mivel a szerzok korabban mar publikéltak hasonlo kisérleti koriilmények kozott
kapott hasonld eredményeket [38]. A Western Blot Analizis (I. protokol) mutatja be az I.
protokol soran kapott i) Western Blot eredményeket, melyeket az izolalt szivmodell végén
nyert, fagyasztva-tarolt szivizommintak analizisébdl nyertiink. A 9. abra altal bemutatott adatok
reprezentaljadk a II. protokol szerint végzett izolalt ,,dolgozd sziv” modell alatt végzett
szivfunkcios vizsgalatok eredményeit, melyek segitségével meghatdroztuk az SnPP-medialt

HO-1 gatlas HR, CF, AF, CO és SV értékekre kifejtett hatasat.
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8. abra. Echokardiografias eredmények. A kiilonb6z6 doézisu a-MSH-k hatdsa az ejekcids frakciora (A) és a
frakcionalis rovidiilésre (B). Az echokardiografias vizsgalatokat ketamin-xylazin altalanos anesztézia létrehozasa
utan végeztiik. A kiindulasi paraméterek regisztralasa utan (kontroll), kiilonbdzé dézisu a-MSH injekcioban (10,
100, 250 pg/kg, ebben a sorrendben) részesiiltek az allatok intravéndas katéteren keresztiil, majd ujra megmértiik
és regisztraltuk a szivparamétereket. Az eredményeket miden csoport atlagértékeként + SEM abrazoltuk az [%,

Al, illetve [%, B] esetén is. * p<0,05 a kontrollal sszehasonlitva

5.1.2.1.0-MSH ¢és SnPP hatésai a szivfrekvenciara (HR)

Az izolalt ,,dolgozé sziv’ modell sordn regisztralt szivfrekvencidk analizisének eredményeit
mutatja be a 9A abra. Megfigyeltiik, hogy az a-MSH kezelés emelte a szivfrekvenciat,
kiilonosen a reperfuzios periodus elsd szakaszaban (p < 0,05), dsszehasonlitva a kontroll
csoporttal. Az SnPP kezelés ellenstlyozta az a-MSH HR-emelé hatasat (p<0,05) a teljes
reperfuzios periodus alatt (pl. a 30. percben: 172,0 + 21,22 iités/perc SnPP + a-MSH vs. 271,4
+ 7,117 ités/perc a-MSH; a 60. percben pedig: 180,5 + 22,28 iités/perc SnPP + o-MSH vs.
275,1 + 6,698 iités/perc a-MSH).
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5.1.2.2.0-MSH ¢és SnPP hatésai a koronariaaramlésra (CF)

Az izolalt ,,dolgozo sziv”’ modell elvégzése alatt a CF értékeket is nyomon kovettiik (9B abra)
egyrészt iszkémia eldtt, masrészt a reperfuzid 30., 60., 90. és 120. percében. Mint lathato, 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 reperfiizié alatt mért CF értékei
az Osszes idOpontban emelkedettek voltak, ¢és ez a kiilonbség szignifikdnsnak bizonyult az
Osszes tobbi csoporthoz viszonyitva (p<0,05). Az a-MSH-val kezelt allatok CF értéke a
reperfizido 120. percében (25,45 + 1,60 mL/perc) 16%-kal volt magasabb, mint a kontroll
csoport iszkémia eldtt mért értéke (21,93 = 1,39 mL/perc), és csak 10%-kal csokkent az a-
MSH-kezelt patkanyok iszkémia eldtti értékéhez képest (28,14 + 0,99 mL/perc). A HO-1
inhibitor, SnPP szignifikansan ellenstlyozta az a-MSH kezelés CF-emeld hatasat, mint ahogy
az a SnPP + a-MSH-val kezelt csoport eredményeibdl, barmely iddpillanatot tekintve, latszik

(p<0,05).
5.1.2.3.0-MSH ¢és SnPP hatésai az aortadramlasra (AF)

Az 0-MSH befolyasa alatti AF eredményeket, valamint a HO-1 altali moduléciot a 9C abra
szemlélteti. A II. protokollt alkalmazva ezekhez a kisérletekhez, az AF értekek jelentdsen
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 a-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 reperfizid minden
iddpontjaban 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 idOpontban emelkedettebbek voltak, kivéve a reperfizio 120. percét. Raadasul
szignifikans kiilonbség mutatkozott az a-MSH-val kezelt patkanyok AF értékei, valamint az
Osszes tobbi csoport AF értékei kozott a reperfiizid idészakaban (p<0,01). Habar az SnPP-vel
kezelt allatok kezdeti AF értékei emelkedtek a kontrolcsoporthoz képest, a reperfuzié végére a
kontroll kezdeti értékek 20%-ara csokkentek (8,00 = 2,94 mL/perc). Hasonlo tendenciat
figyeltiink meg a a-MSH+SnPP-vel kezelt csoport esetén is, habar ezen allatok értékei barmely
iddpontban, illetve a reperfuzio teljes idészakaban magasabbak voltak, mint a csak SnPP

kezelésben részesiild allatoké.
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5.1.2.4. a-MSH és SnPP hatésai a perctérfogatra (CO) és verdtérfogatra (SV)

Az o-MSH-val kezelt allatok CO (9D abra) és SV (9E abra) értékei a kisérlet minden
idépontjaban szignifikdnsan magasabbak voltak, mint a megfelelé kontroll értékek.

Mindazonaltal, az SnPP nem tudta ellenstilyozni ezt a jelenséget.

5.1.3. Az o-MSH adminisztracio direkt hatasa az izolalt szivmodelleken

(111. protokoll)

A 10. abra mutatja az 1 umol/l a-MSH adminisztracié (MSH+) szivfunkciokra kifejtett direkt
hatasait a kiindulasi értékekhez viszonyitva (MSH-). A hatbanyagot a Langendorff apparatus
aorta kaniiljén keresztiil juttattunk a rendszerbe. Amint l4thatd, az a-MSH kezelés hatasara
szignifikansan emelkedett a koronaria ataramlas (CF) (10B é&bra), illetve a CF/CO% (10D abra)
a kezdeti értékekhez viszonyitva (p<0,05). Az AF, CO, HR és SV értékekben nem tapasztaltunk

szignifikdns eltérést a kezdeti értékekhez képest.
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10. abra. Direkt a-MSH adminiszracié hatasa az izolalt szivfunkciokra (IIl.protokoll). Az izolalt sziveket 0,1
ml 1 umol/l a-MSH-val kezeltiik (MSH+). A kiindulasi értékeket (MSH-)-ként jeloltiik. Az a-MSH-oldatot a
Langendorff-apparatus aorta kaniiljén keresztiil juttattuk be retrograd perfuzié soran. Az eredményeket a
kiilonboz6 szivesoportokbél szarmazoé értékek - mint az AF [ml/perc, (A)]; CF [mL/perc, (B)]; CO [ml/perc,
(O)]; a CF és CO %-os aranya [CF/CO, %, (D)]; a HR [1 perc alatti iitések szama, (E)]; és SV [mL/perc, (F)] —
atlagaként + SEM abrazoltuk. *p<0,05, a csoportok kozotti szignifikans kiilonbséget jeloli.
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5.1.4. Kamrai aritmidk incidencidjanak és stlyossaganak meghatdrozasa

(1. protokoll)

Az EKG regisztratumok elemzése mutatja (11. dbra), hogy a kontroll patkanyok 80%-4nal nem
tapasztaltunk aritmids eseményt. Azonban az allatok 6,7%, és 13,3%-aban nem sulyos, illetve
sulyos aritmiadkat észleltiink, ebben a sorrendben. Az a-MSH-val kezelt allatoknal nem
tapasztaltunk aritmias eseményt. Az a-MSH+SnPP csoportban, az izolalt ,,dolgozé szivek”
36,4%-a nem mutatott aritmiat, mig 27,2%-nal nem-sulyos, tovabbi 36,4%-ndl sulyos aritmias
eseményeket detektaltunk. A csak SnPP kezelésben részesiild patkanyok izolalt sziveinek 30%-

a nem mutatott aritmiat, 60%-anal nem sulyos, 10%-4nal sulyos aritmids eseményeket

¢észleltiink.
Aritmids események incidencidja
100+ o
B Sulyos aritmia
HAII7 Nem sulyos aritmia
o [0 Nincs aritmia
:_:5
= 50+
N
S
N
n
Kontroll ~MSH  MSH  SnPP

+ SnPP

11.4bra. a-MSH és/vagy HO-1 inhibitor, SnPP elékezelés hatasa az izolalt szivmodellekben megjelend kardialis
aritmidkra (II. protokoll). Az izolalt szivek 4 kiilonb6z6 patkanycsoportbdl szarmaztak, melyek a kovetkezd
elékezelésekben részesiiltek: 0,5 ml fiz.s6 szubkutdn (kontroll); 250 pg/ttkg a-MSH szubkutan (MSH); 250
pg/ttkg a-MSH szubkutdin + 50 pg/ttkg SnPP intraperitonedlisan (MSH + SnPP); 50 pg/ttkg SnPP
intraperitonedlisan (SnPP). Azok az aritmids események, melyek utdn a sziv nem nyerte vissza normal

pumpafunkcio6jat, azt a stilyos, mig amelyek utan visszanyerte, azt a nem-sulyos aritmia csoportjaba soroltuk.
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5.1.5. A NOARG és INDO hatasai az a-MSH-medialt vaszkularis tonus
valaszokra (V. protokoll)

5.1.5.1. 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 gytirti kontrakcios erejiik E/c gérbéje (mN-ban, atlag + SEM)
3,47 +£ 0,37, 4,21 + 0,41, 446 + 0,39, 1,98 + 0,26 és 3,68 + 0,4 volt, ebben a sorrendben,
szignifikans kiilonbséggel a naiv és 3 uM INDO-val kezelt csoport értékei kozott (p<0,01).

5.1.5.2. a-MSH-ra adott vaszkularis valasz

Az 0-MSH kezelés nem hozott direkt szignifikans valtozast a nyugalmi vaszkularis tonusban
(nem &brazolt adatok). Ezzel ellentétben, a prekontrahélt aortagytiriik szignifikans relaxéciot
relaxacid (a kezdeti kontrakcios erd szazalékos hanyadaban megadva, atlag + SEM) nem
mutatott szignifikdns 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). fgy az o-MSH vaszkularis tonusfokozo
hatasa (az al adrenoreceptorok stimuldldsan keresztiil) feltehetden filiggetlen az intima

jelenlététol, csakugy, mint az endotélium prosztaciklin, illetve NO-termel6 képességétol.
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12. abra. Az a-MSH vaszkularis tonusra kifejtett hatdsai. Az a-MSH befolyasat vizsgaltuk 1 uM fenilefrinnel
prekontrahalt patkanyok abdominalis aorta gytirliinek tonusan, mely gyiiriiket megfosztottunk az intima rétegiiktl

(naiv ET-); illetve melyeknek intakt volt az endotélium rétege (naiv). Az a-MSH kontraktilis erére kifejtett hatasait
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anaiv és naiv ET- gytiriikon, a bal oldali ébra, a NOARG, INDO, valamint NOARG+INDO befolyasat az a-MSH-
kezelt naiv gytriikre pedig a jobb oldali abra szemlélteti. Mindkét diagram esetében az ’x’-tengely az a-MSH

cres

szazalékos csokkenéseként. A szimbolumok az a-MSH-ra adott csoportonkénti valaszok atlagat reprezentaljak (+
SEM).

5.1.6. Az a-MSH ¢és HO-1 gétlas hatdsa az iszkémia/reperfiizio-indukalt
kardidlis infarktus kiterjedésére (I1. protokoll)

Ahogy a 13. abran lathatd, szignifikans eltéréseket figyeltiink meg az iszkémia/reperfuziods
sériilés kovetkeztében kialakult infarktus teriiletére (a teljes teriilet szdzalékos aranyaban
kifejezve) vonatkozoan a II. 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 ellensulyozta az a-MSH-val kezelt allatok SnPP-vel
torténd elokezelése (42,15 + 3,235% vs. 19,74 + 1,044%) (p<0,05). S6t, mi tobb, az SnPP

kezelés onmagaban szemmel lathatdéan novelte az infarktus teriiletét (53,17 + 2,347%).

60 # p<0,05
: r——

* p<0,05 —
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Infarktus teriilete (%)

13. dbra. Az a-MSH ¢és HO-1-gatlasa hatasa az infarktalodott teriilet nagysagara (II. protokoll). A kisérleti allatok
0,5 ml fiz.s6 szubkutan (II-a csoport, kontroll) vagy 250 pg/ttkg a-MSH szubkutan (II-b csoport, MSH) vagy 250
pg/ttkg o-MSH szubkutan + 50 pg/ttkg SnPP intraperitonedlisan (II-c csoport, MSH + SnPP) vagy 50 pg/ttkg

SnPP intraperitoneélisan (II-d csoport, SnPP) kezelésben részesiiltek, mely kezeléseket kdvetden exterminacio,
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majd iszkémia/reperfizi6 végrehajtasa izolalt sziv modellen tortént. Az infarktalodott teriiletet az aorta kaniil
oldalso szaran keresztiil bejuttatott foszfat pufferben 1év6 1%-0s TTC-oldattal festettiik meg. A sziveket harant
iranyban felszeleteltiik, szdrazra toroltiik, szovettani targylemezek kozé helyeztiik, majd beszkenneltiik. Minden
metszet esetén kiilon vizsgaltuk az infarktalodott teriilet nagysagat, amit a pixelstirliség alapjan szamoltunk ki.
*p<0,05 az infarktalodott teriiletek kontrollhoz torténd viszonyitasa esetében, #p<0,05 az infarktalodott teriiletek

a-MSH-eldkezelt csoporthoz (250 pg/ttkg) torténd viszonyitasa esetében.

5.1.7. Az a-MSH ¢és SnPP kezelés hatéasai a szoveti HO-1 aktivitasra (1.
protokoll)

A HO-1 enzim aktivitasat a II. protokoll szerint eldkezelt allatokbol szarmazé miokardium
mintdkban vizsgaltuk. Az enzimaktivitdisban nem mutatkozott szignifikéns kiilonbség (nem
abrazolt adatok). Mindazonaltal, az a-MSH-val kezelt éllatok HO-1 aktivitdsa enyhén
emelkedett a kontroll allatokhoz képest; az SnPP eldkezelés csokkentette az enzimaktivitast,
mig ez a csokkenés kevésbé intenzivnek tiint az a-MSH + SnPP-vel kezelt csoportban, a csak
SnPP-vel elékezelt patkdnyokhoz képest. Habar a HO-1 aktivitas mérése korreldl a fent emlitett
modszerekkel, a csoportok kozotti kiillonbségek nem érték el a statisztikai szignifikancia

szintjét.

5.1.8. Western Blot analizis (I. protokoll)

A Western blot vizsgalatokat az I. protokoll szerinti izolalt szivmodell kivitelezésének végén
kapott, lefagyasztott miokardium mintakbol végeztiik el. A 14. abran bemutatott Western blot
analizis eredményei szemléltetik, hogy a 250 pg/kg a-MSH-val kezelt allatokbol szdrmazo
izolalt ,,dolgozo6 sziv” modellek posztiszkémia/reperfuzids mintdk HO-1 fehérje expresszidja
szignifikdnsan magasabb volt, a fiziologias sooldattal kezelt kontroll allatokbol szarmazod

mintak HO-1 fehérjetartalmahoz képest (p<0,05).
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14. abra. Western blot analizis izolalt ,,dolgozd szivekbdl” szarmazé miokardium HO-1 expresszidjanak
vizsgalatara (I. protokoll). A patkanyok miokardiumanak HO-1 expresszidjat 2 kezelési csoportbol (0,5 mL
fiziologias sooldat/250 pg/ttkg a-MSH) szarmazd homogenizalt bal kamra szovetben vizsgaltuk. Az érintett
fehérjének megfeleld savok jelintenzitasat denzitométerrel hataroztuk meg. A szovetek HO-1 tartalmat relativ
egységek formajaban abrazoltuk, az egyes csoportokbdl szdrmazd értékek atlagaként + SEM. *p<0,05 a

miokardium atlagos HO-1 expresszidjanak kontrollhoz tdrténd hasonlitasahoz.

5.2. A kutatas masodik fazisanak eredményei

5.2.1. Stlygyarapodas, szérumparaméterek, vérnyomas €s bal kamra

tomeg/teljes testtomeg arany

Az allatok kezdeti testtomege 326,7 + 5,723 g volt. A kisérleti csoportok stlygyarapodasat,
szérum koleszterin,- ¢és triglicerid szintjét, valamint a non-invaziv vérnyomasmeérés
eredmeényeit a 4. tablazat mutatja. A fent emlitett értékek kozott nem tapasztaltunk szignifikdns
eltérést. Ezzel ellentétben, szignifikans kiilonbség mutatkozott a kontroll és a-MSH-kezelt

allatok bal kamra (LV) tomegének a teljes test tomegéhez viszonyitott ardnyaban (4. tablazat).

Paraméter Kontroll MSH
Végpont tomeg (g) 358.7+7.154 391.8+17.0

Stlygyarapodas (%) 20.23£2.444 17.65 +2.225

Kezdeti LV tomeg/teljes testtomeg (%) 0.337+0.011 0.321+0.017
Végpont LV tomeg/teljes testtomeg (%) 0.320+0.011 0.2770 +0.010*

Total koleszterinszint (mmol/L) 3.445+0.210 3.295+0.074

HDL (mmol/L) 2.082+£0.194 1.768 + 0.092

Triglicerid (mmol/L) 3.487+£0.318 3.068 +0.344
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Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 134.0+£4.073 142.2+1.90
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 96.25+3.484 1055 =+44

4. tablazat. A kezeletlen kontroll (n=6) és a-MSH-val kezelt Zucker Diabetic Fat (ZDF) allatok sulya,
stlygyarapodasa, bal kamra (LV) tomegének ¢€s teljes testtdmegének egymashoz viszonyitott aranya
(echokardiografiaval mérve), szérum paraméterei és vérnyomas értékei. A  kezelt csoportok
sulygyarapodésa, szérum koleszterin,- ¢és triglicerid szintje, valamint a non-invaziv vérnyomasmérés
eredményei kozott nem talaltunk szignifikansa eltérést. Azonban a teljes testtomeghez viszonyitva
csokkent LV tomegeket mértiink a melanocita stimulalé hormonnal kezelt csoportban a kontroll

csoporthoz képest. * vs. Kontroll, p<0,05.

5.2.2. Az OGTT teszt eredményei

Az Oralis Gliikoz Tolerancia Teszt eredményeit a 15. dbra mutatja. A ZDF kontroll és a-MSH-
val kezelt allatok értékei emelkedtek a kezdeti (baseline, BASE) értékekhez képest, de a két

csoport értékei semelyik idépontban nem mutattak szignifikans kiilonbséget.

OGTT
40
30 iy o - BASE
i ,'r'i-'-'-:i‘-":-,_,h?_ #.% .4 -+ Kontroll

° o ) S B O

1d§ (perc)

15. abra. A kisérlet kezdetén és a 6. héten végzett Oralis Gliikoz Tolerancia Teszt (OGTT) vizsgalat
eredményei. Az a-MSH-val kezelt és a kezeletlen kontroll ZDF patkanyok eredményei k6z6tt nem volt
szignifikans kiilonbség. Minden adat a csoportok értékeinek atlagat + SEM mutatja. Egyutas ANOVA
teszt, * vs. BASE, p<0,05.

5.2.3. Echokardiografia

A kutatds masodik fazisanak kezdetén és végén elvégzett echokardiografiai analizis
eredményeit az 5. tdblazat szemlélteti. 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 szignifikdns Tei-index emelkedés
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(0,491 + 0,014 vs. 0,305 + 0,012) globalisan roml6 szivfunkcioéra utal. Az a-MSH-val kezelt
allatok szisztolés értékei, mint a frakcionalis rovidiilés (FS), ejekcios frakcié (EF) és a mitralis
annulus kitérése (MAPSE), enyhe javulast mutattak a Kontroll csoporthoz képest. Az a-MSH-
val kezelt patkdnyok FS ¢és EF értékei szignifikansan ndvekedtek 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 patkdnyok MAPSE értékei a normal
tartomanyban maradtak [127, 128], a ZDF kontroll allatok MAPSE értékei viszont
szignifikdnsan romlottak (2,268 + 0,010 mm vs. 1,602 + 0,045 mm). Az izovolumetrids
relaxacios id6 csokkenésébol 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 &tmér6hoz viszonyitott mérete (LA/Ao) szemlélteti, hogy a ZDF kontroll
allatok bal pitvaranak atméréje 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 laterdlis e’ 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 romlésara utal (0,491 + 0,014 vs. 0,392 + 0,013). A bal kamrai kidramlasi
palya (LVOT) paraméterei is szignifikansan emelkedettebbnek bizonyultak az a-MSH-val
kezelt csoportban, mint a ZDF kontroll csoportban. Az a-MSH kezelés mérsékelten novelte a
véraramlési sebességet (V), valamint a nyomdasgradienst (PG) (LVOTV étlag: 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 verdtérfogat (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).

Paraméter BASE Kontroll MSH

LA/Ao arany 1,133 £ 0,039 1,104 + 0,043 0,945 + 0,029 *
LV ejekcios frakcid (%) 73,17 £1,973 66,50 = 0,067 # 72,00 £ 0,774 *
LV frakcionalis rovidiilés (%) 37,50 + 1,500 32,33+£042# 36,83 +£0,703 *

IVSd (mm) 1,845+ 0,164 1,550 + 0,044 1,613 + 0,099

LVIDd (mm) 7,038 = 0,048 7,747 £ 0,328 7,688 £0,248

IVSs (mm) 2,603 + 0,075 2,143 £ 0,093 # 2,097 +£0,103

LVIDs (mm) 4,385+ 0,103 5,232+0,226 4,858 £ 0,117
Veré6térfogat (mL) 0,428 + 0,037 0,406 = 0,046 0,581 + 0,030 *
Perctérfogat (mL/perc) 99,89 + 8,236 77,55+ 7,763 112,30 £ 6,110 *
HR (ités/perc) 235,8 + 8,462 192,7+4,185 # 193,3+ 6,259 #
LVOT maxPG (Hgmm) 3,173+ 0,217 2,698 + 0,254 3,765+ 0,284 *
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LVOT atlagPG (Hgmm) 1,178 £ 0,138 1,095 + 0,088 1,592 £ 0,106 *
LVOT Vmax (m/s) 0,887 + 0,029 0,818 + 0,038 0,965 + 0,036 *
LVOT Vatlag (m/s) 0,447 + 0,032 0,441 + 0,024 0,553 +0,019 *
Lateralis ' (mm/s) 39,50 + 1,803 26,83 £ 1,939 # 28,33+ 0,614

MYV E sebesség (m/s) 0,887 + 0,025 0,743 £ 0,014 # 0,710 + 0,027
MYV A sebesség (m/s) 0,477 £ 0,027 0,438 £0,022 0,403 £ 0,018
MV E/A arany 1,885+ 0,109 1,802 + 0,048 1,770 £ 0,101

MYV deceleracios id6 (ms) 55,67 + 3,333 66,67 + 3,201 85,50 £ 5,258 *
E/e' arany 22,59 + 0,832 28,47 £ 2220 # 25,11+ 1,070

MAPSE (mm) 2,167 + 0,061 1,602 + 0,045 # 2,268 £ 0,010 *
Ejekcios id6 (ms) 100,7 + 2,459 83,17 +2,926 # 93,17 + 3,877

IVCT (ms) 18,50 + 1,708 23,50 + 1,727 17,83 £0,703 *

IVRT (ms) 25,00 + 1,390 58,00 + 1,826 # 43,001,125 *

MPI (Tei-index) 0,305+ 0,012 0,491 £ 0,014 # 0,392 +£ 0,013 *

5. tablazat. Az a-MSH-val kezelt és a kezeletlen kontroll ZDF allatok kezdeti, és a kisérlet végén
elvégzett echokardiografias vizsgalatainak paraméterei. Az ejekcios frakcid (EF), frakcionalis
rovidiilés (FS), verétérfogat (SV), perctérfogat (CO) és a mitralis annularis sik kitérése (MAPSE)
emelkedett a kezelt csoportban. Az izovolumetrids relaxacios id6 (IVRT) és izovolumetrias
kontrakcios id6 (IVCT) megnyult a ZDF patkanyokban, de rovidiilt a kezelt az a-MSH-val kezelt
csoportban. A miokardium globalis munkavégézse (MPI, Tei-index) és a bal pitvar aortahoz
viszonyitott aranya (LA/Ao) szintén javult a kezelés hatasara. A statisztikai kiilonbségek
meghatarozasahoz egyutas ANOVA tesztet hasznaltunk. # vs. BASE (kezdeti értékek), p<0,05; * vs.
Kontroll, p<0,05.

5.2.4. 1zolélt ,,dolgoz6 sziv” modell eredmények

Az o-MSH iszkémids szivre kifejtett hatasat izolalt ,,dolgoz6 sziv”’ modell segitségével
vizsgaltuk 6 héttel a sebészeti beavatkozas utan. A 6 hetes kezelésnek nem volt hatdsa sem a
Kontroll, sem az a-MSH-val el6kezelt allatokbol szarmazo szivek kontraktilis funkcigjanak
preiszkémids paramétereire, beleértve az aorta Kiaramlast, a koronaria ataramlast, a
szivfrekvenciat, a perctérfogatot, a verdtérfogatot és aortanyomast (16. abra). Noha a
preiszkémids értékekben jelentds kiilonbség nem mutatkozott, a kifejlddott nyomas 1do
derivéltja szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkozott az MSH csoportban a Kontroll
csoporthoz képest (16H 4bra). Erdekes modon, a reperfiizio 60. és 120. percében a dp/dt
szignifikansan magasabb volt az MSH-csoportban, mint a Kontroll paraméterek ugyanabban az
id6pillanatban (16K,L abra). S6t, mi tobb, 30 perccel a globalis iszkémia utan az MSH-val
kezelt allatok AF és SV értékei magasabbak voltak, mint a kezeletlen, kontroll allatok értékei
(161, J abra). Ezenkiviil, az iszkémia utani helyreallas végén, a Kontroll patkanyok AF (1,667
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+0,711; 16A abra), CO (11,500 + 3,708; 16D abra), SV (0,072 + 0,024; 16E abra), AoP (40,500
+ 12,230; 16F éabra) és dp/dt (341,700 + 71,830; 16G 4abra) értékei szignifikansan csokkentek a
preiszkémids 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 preiszkémids allapothoz viszonyitott csokkenés (COpre:
42,000 + 4,195; SVpre: 0,249 £+ 0,021) nem érte el a statisztikailag szignifikdns mértéket.
Ugyancsak nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a korondria dramlés és szivirekvencia
értekekben, sem a kiilonb6zd kisérleti csoportok kozott, sem pedig egy csoporton beliil

kiilonb6z6 iddpillanatokban mért értékek kozott (16B,C abra).
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16. abra. Az izolalt szivmodell eredményei. (A) aorta kiaramlas értékek; (B) koronaria ataramlas értékek; (C)

szivfrekvencia értékek; (D) perctérfogat értékek; (E) verdtérfogat értékek; (F) aorta nyomas értékek; (G) dp/dt

értékek; (H) aortadramlds 30 perccel a reperfuzié utan; (1) verétérfogat 30 perccel a reperfuzio utan (J)

preiszkémias dp/dt értékek; (K) dp/dt 60 perccel az iszkémia utan (L) dp/dt 120 perccel az iszkémia utan.

Egyutas ANOVA-t hasznaltunk (16A-G abra) a statisztikai kiilonbségek meghatarozadsahoz, minden adat a

csoportok atlagat + SEM jelenti.

* p<0,05 a preiszkémids Kontroll értékekhez viszonyitva.

“p<0,05 a

preiszkémias MSH-kezelt csoporthoz viszonyitva. *<0,05 a Kontroll értékekhez viszonyitva az izolalt

szivmodell azonos id6pillanataiban (Student t-proba, 2H-L abra).
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5.2.5. Az a-MSH kezelést koveto fokozott kardiomiocita kontraktilis
teljesitmény

A bal kamrai kardiomiocitak aktiv fesziilés-pCa kapcsolata (17A abra) szemmel lathatd o-
MSH-indukalt valtozasokat mutat a ZDF patkanyok celluldris mechanikai teljesitményében. A
kezeletlen vs. a-MSH-val kezelt kisérleti allatokbol szarmazd bal kamrai kardiomiocitdk
magasabb aktiv fesziilésre valé 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 kN/m? p=0,08). A kezelt vs. kontroll
allatokbol szarmazo LV kardiomiocitdk normalizalt er6-pCa kapcsolata hasonlé Ca-
érzékenységet jelzett (pCaso: 5,87 + 0,03 vs. 5,82 = 0,02; 3C abra), de szignifikdnsan magasabb
Hill egyiitthatot (Nmin: 2,87 + 0,19 vs. 2,17 £ 0,08; 3D abra), ami az a-MSH-val kezelt

csoportban jelenlévé jobb miofilamentum kooperaciora utal.
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17. abra. A bal kamrai kardiomiocitak a-MSH kezelést kovet6 fokozott kontraktilis teljesitménye. (A) Aktiv
fesziilés és pCa kapcsolata; (B) Normalizalt er6-pCa kapcsolat; (C) a B abran lathato Ca-érzékenységi gorbék
*fél-értéke’ jelzi a miofilamentumok Ca-érzékenységét (pCaso); (D) a B abran lathato Ca-érzékenységi
csoportonként n=12 kardiomiocita (3-4 szivbdl/csoport) atlagértékeiként =+ SEM vannak megadva. A ’p’

értéket a parositatlan t-proba segitségével szamoltuk ki, és p<0,01-ként szerepel.
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5.2.6. Az agyi erek vaszkularis statusza

Szignifikdnsan magasabb hiperpolarizacio-indukalt relaxacié volt megfigyelhetd a ZDF
kontroll allatokban, az a-MSH-val kezelt allatokhoz képest (5,52 + 0,56 mN a ZDF-eknél vs.
2,73 + 1,05 mN az a-MSH-val kezelt ZDF-eknél p<0,05 16 mM KCL-al), habar nem
mutatkozott kiilonbség a 66 mM KCL hatdsara 1étrejott maximalis kontraktilis erében (1,06 +
0,466 mN a Kontroll csoportban vs. 2,49 + 0,77 mN az o-MSH-val kezelt csoportban), a

kontraktilis er6t méré kisérletek soran (18A éabra).

A T Kontroll Bm_ -e- Kontroll
-+ MSH - = MSH
Z 24 z
a 2 g 84
‘g LE 1 ‘g 6
2 2 80 2
£ 4- £
= =
= =
2 . 2 2
_8_ KCI (mM} 04 s | T T | il
10 10° 10®% 107 10€¢ 10°% 104
5HT (M)
C 4 - Kontroll
- MSH
%
2 34
|
&8
=
£
£
2 "
04 S —
1070 10° 10® 107 10 105 104 107

ATII(M)

18.4bra. Az agyi erek vaszkularis statusza — kontraktilis er6 mérések. (A) KCI altal kivaltott valaszok; (B)
szerotonin (5-HT) altal kivaltott valaszok; (C) Angiotenzin II (ATII) altal kivaltott valaszok. *p<0,05, minden
adat atlagértékeket tiikkroz + SD.

Nem talaltunk kiilonbséget a két csoport szerotoninra adott valaszaban (a maximum dézisu 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 jelentds kiilonbséget a két csoport ATII-
re produkalt kontrakcidiban sem (a maximum doézisu ATII-re (100 uM), 1,99 £ 0,55 mN a
Kontroll csoportban vs. 1,53 + 0,188 mN az alfa-MSH-val kezelt csoportban, 18B abra).
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5.2.7. NADPH oxidaz aktivitas
Az a-MSH-val kezelt, illetve a kezeletlen Kontroll csoport bal kamrai NADPH oxidaz

aktivitdsa nem kiilonbozott szignifikansan (19. ébra).
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Enzimaktivitds
(CPM*ml/mg)
n
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Kontroll MSH

19. abra. Az o-MSH kezelés hatdsa a NADPH altal stimulalt bal kamrai szovet homogenizatumok NADPH
oxidaz aktivitasara. Az adatok a csoportok atlagértékeiként szerepelnek = SEM (Student t-proba). A
mintak enzimaktivitasat kétszer mértilk meg, és az atlagok atlagat abrazoltuk. CPM, Count Per Minute

(Percenkénti Szam); NADPH, nikotin adenin dinukleotid foszfat; MSH, alfa-melanocita stimulalo

hormon.
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6. Megbeszélés

Az a-MSH, a proopiomelanokortin neuropeptid szarmazéka egy szekretalt melanotropin
(melanocita stimulalé hormon), ami a melanokortin receptorokhoz kotddik, és tobb fiziologias
hatasa van, els6dlegesen a tapanyagfelvétel szabalyozasa, aminek stulycsokkenés és az elhizas
elkertilése lehet a kovetkezménye — valamint a cukorbetegség kockazatanak csokkenése [129].
A humén metabolikus rendszerre kifejtett hatadsain tul korabbi kutatasok igazoltdk, hogy a
kardiovaszkularis rendszerre is pozitiv befolyassal bir, ugyanis szerepe van az
iszkémia/reperfuzi6  kovetkeztében  kialakult kdrosoddsok megeldzésében, illetve
csokkentésében [38]. Kutatasunkban egyrészt a rovidtavi a-MSH kezelés hatasat kivantuk
vizsgalni egészséges patkanyok iszkémia/reperfuzionak kitett szivének funkcidjéra, illetve
ennek a hatdsnak a HO-1 &ltali fliggdségét; masrészt a hosszu tava a-MSH kezelés hatasat egy
eleve patologids allapotban (diabéteszben) fellépd iszkémia/reperfuzido okozta kardialis

karosodasokra, valamint a metabolikus paraméterekre.

A 8A, B abran (ebben a sorrendben) bemutatott EF-re és FS-re kifejtett o-MSH hatas
echokardiografiai elemzése szemlélteti, hogy a hormon adminisztracidja korrelal ezen
paraméterek szignifikans emelkedésével. Elképzelhetd, hogy ezek a hatdsok az emelkedett
szimpatikus aktivitasnak koszonhetdek, mivel kézismert, hogy az a-MSH és analdgjai enyhe
szimpatikus aktivitdsfokoz6 hatdssal birnak a kardiovaszkularis rendszerben, mint az
emelkedett szivfrekvencia, ezaltal befolyassal lehetnek a szisztolés aktivitasra [130]. Az a-
MSH adminisztracid ezen ejekciods frakciot emeld hatasat korabban mas szerzok is leirtdk
sertésben kialakult szisztémas inflammatorikus valasz szindromaban [131]. Az izolalt ,,dolgozo
sziveken” megfigyelt kardialis funkcidkra kifejtett hatasok (9. dbra) magukban foglaljdk a 9A
abran szemléltetett eredményeket, miszerint a Il. protokoll alapjan alkalmazott a-MSH kezelés
emelte az izolalt ,,dolgozo szivek” EKG-val regisztralt itési frekvencidjat a reperfuzié kezdeti
szakaszaban. Az a-MSH HR-emel6 hatasat mas allatmodelleken is bizonyitottak [132, 133]. A
HO-1 aktivitas hozzéjarulasat az a megfigyelés tamasztja ald, hogy a hormon altal kivaltott HR-
emelkedést az SnPP adminisztracio, ami egy HO-1 inhibitor szer, ellenstlyozta. Mindazonaltal
megjegyzendd, hogy az SnPP + a-MSH-val kezelt csoportban észlelt szembetiinden alacsony
szivfrekvencia értékek részben a tanulmanyban emlitett szdmos stlyos aritmids esemény
kovetkezményei is lehettek. Az a-MSH el6kezelés szignifikansan emelte a CF (9B é4bra) és az
AF (9C ébra) értéket is, mind a preiszkémias, mind pedig a reperfiizios idétartam alatt. Ezek a

hatasok szintén szignifikansan HO-1-fliggéek voltak, mivel a hormon altal indukalt CF és AF
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emelkedést az SnPP megakadalyozta. Mindkét érték emelkedésérdl bebizonyosodott, hogy
Osszefliggésben allnak az izolalt ,,dolgoz6 sziv’” modell soran tapasztalt javult szivfunkcioval
[134] és az iszkémias eseményeket elszenvedett betegek jobb prognozisaval [135, 136]. Ezek
¢s az ehhez hasonl6 megfigyelések felvetik az a-MSH, valamint olyan hatéanyagok, melyek
fokozzak a HO-1 expresszidjat, iszkémia/reperfiizid-asszocialt patoldgids elvaltozasok
MSH kezelés szignifikansan emelte a perctérfogatot (9D é&bra) és a verdtérfogatot (9E abra), ez
a hatas nem vagy csak részben volt HO-1-fliggd, mivel az SnPP nem volt képes

megakadalyozni ezen értékek emelkedését.

Egy tovabbi feltételezésiinket, miszerint az a-MSH a szivfunkciora tett vazoaktiv befolyasanak
egészséges patkanyszivre kifejtett hatdsa tAmasztja ald (10. dbra). A hormon adminisztracidja
szignifikdnsan emelte a kezelt allatok CF értékeit, szemben a kontroll értékekkel. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy az a-MSH intenziv vazodilatativ hatast kdzvetit a koronaria
erekre, rdmutatva egy tovabbi €lettani hatasra, mely talan klinikai stratégidk kidolgozasaban is
szerepet jatszhat olyan patologias allapotok esetén, amelyekben specifikus erek célzott
tagitasaval esetleges javulds érhetd el. Ezek a megoldasi lehetdségek az ugynevezett
kiindulasi okat hivatottak megsziintetni, ezéltal igazi ,,gyogyitast” jelentenek a csupan atmeneti

javulast szolgalo tiineti terapia helyett [137].

Ez a kutatas az olyan hatéanyagoknak, mint az a-MSH, melyek modulaljak a HO-1 aktivitasat,
tovabbi potencialis hasznalati lehetOségeit vetette fel a kamrai aritmidkra vald hajlam
csokkentésében. Az a-MSH-indukalt HO-1 aktivitas antiaritmias kardioprotekcioban betoltott
szerepének felderitésére EKG analizist alkalmaztunk. Ezek az eredmények azt mutatjak (11.
abra), hogy az a-MSH kezelés — valosziniisithetéen a HO-1 indukcion keresztiil, gatolja az
aritmids események kialakuldsat a vivOanyaggal kezelt kontrollcsoporthoz képest. A
hormonkezeléssel parhuzamosan alkalmazott SnPP a kamrai aritmidkra val6 hajlamot fokozta,
ami arra utal, hogy a HO-1 ebben a vonatkozasban kardioprotektiv hatast, amely eredmény
megegyezik a tanulmany szerz6i altal korabban egér modellen elvégzett kisérletekkel [138]. A
csak SnPP kezelésben részesiild patkanyokhoz képest az SnPP + a-MSH-kezelt allatokban
gyakrabban megjelend sulyos aritmidk biologiai alapjat képezheti az a-MSH 4altal okozott HR-
novekedés. A hormonnak ez a tulajdonsdga, az SnPP proaritmids hatasdval kombindlva, amit

az SnPP-kezelt csoportban figyeltiink meg, hozzajarulhat a sulyos aritmids események
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magasabb incidencidjahoz. Ezek az eredmények kiilonosen figyelemfelkeltdek a tanulmany
szerzOinek el6z6 munkdajanak kontextusaban, mely a természetben el6forduld ginkgolid
terpének  vérlemezke-aktivalo ~ faktorral,  kalcineurinnal, valamint a  makrolid
immunszuppresszans FK506-al valé interakcidjat mutatta be, a kamrai aritmiak szinergikus
javitasaban a mostani modellel megegyez6 mdodon [139]. Ezaltal valoszintsithetd, hogy az a-
MSH ezekkel a hatéanyagokkal klinikailag relevans szinergizmust eredményez a kardialis

aritmiak kezelésének tekintetében.

A 12. 4bra szemlélteti az izolalt, fenilefrin altal prekontrahalt aorta gylirii modell kisérlet
eredményeit, melyet az elsé fazis V. protokollja szerint végeztink el, az o-MSH
antivazokonstriktiv hatasanak felderitése érdekében. A kisérlet eredményei azt lattatjak, hogy
az a-MSH kezelés nem eredményezett direkt modon szignifikdns valtozast a nyugalmi
vaszkuldris tonusban. Mindazonaltal, ezzel ellentétben a prekontrahdlt aorta gytiriik
szignifikans relaxacion mentek keresztiil valaszul az a-MSH adminisztraciora. Az 1 uM a-
MSH koncentracio6 hatasara kialakult maximalis relaxécio (a kezdeti kontrakcios erd szazalékos
aranyaban kifejezve, atlag + SEM) nem kiilonbozott szignifikdnsan a naiv, naiv ET-, 200 uM
NOARG-, 3 uM INDO-, 3 uM INDO + 200 uM NOARG-gal kezelt csoportok kozott. Igy az
a-MSH vaszkuléris tonusfokozd hatasa (az al adrenoreceptorok stimuldldsan keresztiil)
feltehetden fliggetlen az intima jelenlététdl, csakigy, mint az endotélium prosztaciklin, illetve
NO-termel6 képességétdl. Ezen eredmények, valamint a hormon fenilefrin-kezelt aorta
gylirlikre gyakorolt szignifikans relax4lo hatasa azt vetitik eld, hogy az a-MSH potencialis
szereppel birhat olyan terapids rendszerek felallitasaban, ahol a betegek prognozisanak javitasa
érdekében a vazodilatacio egy fontos és elvart tényez6 [140, 141]. Ezenkiviil, az eredményeink
alapjan feltételezhetd vaszkularis tonusra kifejtett endotélium-independens a1-adrenoreceptor-
medialt hatdsok betekintést engednek jovobeli gydgyszerfejlesztési lehetdségekbe, melyekben

talan specifikus betegség-tamadaspontokat azonosithatunk és hasznosithatunk [142].

Az o-MSH el6kezelés képessége az iszkémia/reperfuzid-idukalt infarktus teriiletének
csokkentésére (13. abra), a hormon altal produkalt kardioprotektiv hatasspektrum egy tjabb
bizonyitékat jelentheti. Ahogy az a 13. abran lathatd, ennek a 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 a-MSH-
kezelt szivekben, hanem a kontroll &llatokban is. A tanulmany szerzoéi kiterjedten vizsgaltak
azokat a folyamatokat, melyek szerepet jatszanak az iszkémia/reperfuzid altal okozott

infarktus-asszocialt szoveti karosodasban, valamint azokat a modszereket, melyek segitségével
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a HO-1 expresszié fokozasan keresztiil moderalni lehetne ezeket a karokat [143, 144]. A
szerzOk altal végzett kutatdsok az infarktus méretét meghatarozd mechanizmusok irdnyéaban azt
sugalljak, hogy a HO-1 antioxidans kapacitasa felerdsiti a kardiomiocitdkon beliili, valamint a
kardiovaszkularis  szovetben = megtalalhatd  egyéb  sejtekben  1év0  iongyokok
kompartmentalizaciojat, melyek integritasa a posztiszkémias reperfuzio kovetkeztében 1étrejott

reoxigenizacios periodus soran felgyiilemlett reaktiv oxigéngyokok miatt sériil [145, 146].

A 14. dbran bemutatott fehérje expresszidjanak szignifikans novekedése, 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 terapids alkalmazasanak lehetOségét. A
HO-1 farmakologiai amplifikaciojarol korabban kidertilt, hogy erds helyreallitd szereppel bir a
kardiovaszkularis betegségek mellett a tiido, vese és kozponti idegrendszer rendellenességeiben

is [33].

A jelen tanulmany masodik fazisanak eredményei ravilagitanak arra, hogy az a-MSH-val kezelt
cukorbeteg allatok kisebb mértékii sulygyarapodast produkaltak a csak vivoanyaggal kezelt
patkanyokhoz képest, habar ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak, valészintisithetéen
az alacsony mintaclemszam miatt. Ennek ellenére, a kisérlet végén szignifikans kiilonbséget
tapasztaltunk az a-MSH-val kezelt kisérleti allatok bal kamra tomegének teljes testhez
viszonyitott tdmegében a Kontroll patkdnyok értékeihez viszonyitva (4. tablazat). Ennek 6
magyarazata lehet, hogy a kontroll 4llatok bal kamrajanak fala jelentdsebb vastagoddson ment
keresztiil, mint az a-MSH-val kezelt csoport tagjainak bal kamraja. Mivel ez a jelenség, ami
ventrikuldris hipertrofia néven ismert, emelkedett kockéazatot jelent az iszkémias
szivelégtelenség kialakulasara [147, 148], az ebben a kutatasban szerepld, jotékonynak

bizonyulé a-MSH kezelés, potencidlisan human klinikai alkalmazasba kertilhet.

A tanulméany megirasanak idejében csupan kevés publikacié szamolt be az a-MSH kezelés és
a vér koleszterinszintjének kapcsolatarél. SOt, mi tobb, az itt leirt eredmények arra utalnak,
hogy az a-MSH nem direkt modon befolyasolja a szérum total koleszterinszintjét, magas
stiriségli lipoprotein tartalmat (HDL) vagy trigliceridszintjét. Mindazonaltal, mas kutatok altal
kiadott kozlemények beszamolnak a hormon koleszterinhez kapcsolt patologias folyamatokra
kifejtett hatasarol. Példaul, finn tudosok kimutattak az 1-es és 3-as melanokortin receptor
szerepét — amihez valdszinisithetéen az o-MSH is kotédik — az ateroszklerotikus
plakkformacio megelézésében, habar ennek a folyamatnak a mechanizmusat egyeldre homaly
fedi [148]). Az is kideriilt, hogy a melanokortin 4 receptor koleszterin-fiiggdé endocitozisa
elengedhetetlen az a-MSH-val szembeni receptorialis valaszkészség fenntartasaban [149]. A
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fenti eredmények érdekesek, de nem teremtenck egyértelmt direkt funkcionalis kapcsolatot a
koleszterin homeosztazis és az a-MSH aktivitas kozott. Tovabbi jelentés megjegyzés, hogy a

kutatasahoz.

Korabbi tanulmanyok igazoltdk az a-MSH centralis szabalyoz6 hatdsat a taplalékfelvételben és
zsir —, valamint glikoz homeosztazisban, csokkenti az étvagyat, és serkenti az
energiafelhasznalast [150, 151]. Az is bebizonyosodott, hogy az a-MSH képes limitalni a
zsirlerakodast, a lipolizis elOsegitésén keresztiil [84, 152]. Ehhez kapcsolodo kisérletek
demonstraltdk, hogy a-MSH analdgok kronikus centrélis és akut periférias adminisztracidja
csokkentette a taplalékfelvételt és testsulyt, valamint limitalta a magas zsirtartalmua tap altal
indukalt elhizott egérmodellben fellépd inzulinrezisztenciat [153]. A fenti tanulmanyt végz6
kutatok igazoltdk a hormon étvagyredukald hatdsanak csokkenését. Ez a hatas valosziniileg a
koszonhetd. Jelen kutatas az elsd, mely bemutatja a perifériasan adott (ozmotikus pumpa
segitségével) a-MSH vércukorszintre gyakorolt hatasat, a cukorbetegség és elhizas vizsgalatara
szolgalo ZDF patkdnymodellben. Az itt hasznalt kisérleti terv paraméterei a korabbi munkakkal
torténd parhuzamos, 6sszehasonlithatd vizsgalatok kivitelezését céloztak, kiilonbozé modellek
alkalmazasaval. A megfigyelhetd adattrendek kapcsoloddé munkdk mintait kovették, habar

statisztikai szignifikancia nélkiil (7. dbra).

Az 5. tablazatban bemutatott echokardiografiai eredmények a hossz tavi a-MSH kezelés
kardiovaszkularis szisztolés és diasztolés funkciokra gyakorolt protektiv szerepére utalnak. Ez
az eredmény relevans a kutatasunk els6 fazisanak eredményeihez, melyben kiilonb6z6 a-MSH
paraméterekre kifejtett befolyasat vizsgaltuk, és a szisztolés funkciok (EF, FS) szignifikans
javulasat detektaltuk. A kronikus a-MSH kezelés hasonl6 hatast idézett eld. Kiilondsképpen, a
hormonterapiaban részesiild allatok frakcionalis rovidiilése, ejekcios frakcidja, verdtérfogata és
perctérfogata emelkedett szignifikansan 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 kiaramlasi palya (LVOT) értékei szintén emelkedtek a kezelt csoprotban, direkt
Osszefliggést demonstralva az emelkedett EF, FS, SV és CO paraméterekkel, mint a szisztolés
funkcid jelzoivel (5. tablazat). Ezeket az eredményeket azzal a megfigyeléssel 6sszhangban kell

tekinteni, hogy a melanokortin analégok enyhe szimpatikus aktivitasfokozodast okoznak a
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kardiovaszkularis rendszerre nézve, ugymint emelkedett szivfrekvencia €és vérnyomas.
Mindazonaltal, az ebben a kutatasban in vivo, non-invaziv farki-mandzsettds vérnyomasmérd
rendszer segitségével — ami Térfogat Nyomas Rekorder (Volume Pressure Recording, VPR)
szenzor technoldgiat hasznal — mért szisztolés €s diasztolés értékek nem mutattak szignifikans
emelkedést (4. tablazat). Ennek a jelenségnek egy lehetséges magyardzata, hogy az a-MSH
hosszu tava adminisztracidja ellensulyozasra keriilt a betegségmodellben, de mindazonaltal

€s megeldzésében.

Korabbi kutatasok azt igazoltak, hogy az a-MSH nem befolyasolja vagy csak nagyon csekély
mértékben emeli a vérnyomast [38]. S6t, a hormon mas echokardiografiai paraméterekre
gyakorolt hatdsa is atgondolandé. Példaul, az emelkedett bal pitvar-aortagyok arany (LA/Ao),
ami bal pitvari tagulasra utal. Ebben a tanulmdnyban az o-MSH csokkentette ezeket az
értékeket, habar mindketté az egészséges tartomanyban maradt. Az MV (mitralis billentyti)
deceleracios id6t (ms), ami a bal kamra remodellingnek és diasztolés diszfunkcionak egy erds
prognosztikai markere, ugyancsak megvizsgaltuk. Azok a hatdsok, melyek modulaljak a
mitralis billentyli miikodését, megvaltoztatjak a korai és késoi toltddés viszonyat is (E- és A-
hullam), azzal egyiitt, ahogy az aramlés sebessége csokken a korai diasztolé alatt (E-hullam
deceleraciés 1d6) —, valamint a kamrak relaxacidja utan bekovetkezé kamratoltodés
id6intervallumét is (amit izovolumetrias relaxacids idének neveziink, IVRT). Az a-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) ¢és
IVRT (58 + 1,826 vs. 43,00 + 1,125 ms) értékei javulast mutattak a kontroll allatokhoz képest.
Jelen kutatds kisérletei kiterjedtek a mitralis annularis sik szisztolés kitérésének (MAPSE)
mérésére is, amit bal atrioventrikularis sik elmozduldsdnak is neveziink (AVPD). A mitrélis
gytra kitérése (MAE) vagy mitrélis gylrti elmozduldsa egy M-mddi mérésbodl szarmaztatott
érték, mely a bal kamra longitudinalis funkciéjanak markere [154-156]. Korabbi tanulmanyok
igazoltdk, hogy Osszefliggés van a csokkent MAPSE érték, valamint az életkor, illetve a
miokardidlis infarktuson 4tesett, szivelégtelenségben vagy pitvarfibrillacioban szenvedd
betegek bal kamra funkcioja kozott [157-160], és hogy a MAPSE a hagyomanyos
echokardiografiai markereknél érzékenyebb paraméter a bal kamrai szisztolés funkcio korai
stadiumu romlasanak detektalasara [14, 161]. A MAPSE ezen kiviil a kardiovaszkularis
problémakkal kiizd6 betegek esetén a major kardialis események és mortaliltas prognosztikus

paramétere [162]. A szivfunkcié egy masik mérészama ebben a kutatasban a miokardialis
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performacios index (MPI), ami egy egyszeriien elvégezhetd, regisztralhatdé és ol
reprodukalhat6, Doppler dram segitségével meghatarozott érték. Humén viszonylatban, a MPI
fiiggetlen az artérids nyomadstol, a szivfrekvenciatol, a ventrikularis geometriatol, az
atrioventrikularis billentyi regurgitacigjatol, illetve a fekvo helyzetben 1évo paciensek pre- és
afterload értékeitdl. Az MPI, mint egyediilallé prognosztikus marker, hasznalhat6 a diabéteszes
kardialis diszfunkci6 jellemzésére [163]. A kutatasunkban kimutattuk, hogy a hosszu tava o-
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 (16. abra)
szignifikansan emelkedett preiszkémias nyomdasvaltozast mértiink (dp/dt) az MSH csoportban
a kezeletlen kontroll csoporthoz képest. Szintén a 16. 4abran lathatd, hogy az
iszkémia/reperfiizids sériiléshez kapcsoltan az AF, dp/dt, AoP értékek szignifikdnsan
csOkkentek mindkét csoportban a preiszkémids értékekhez viszonyitva. Annak ellenére, hogy
majdnem minden eredmény romlott a 120 perc reperfuzié végére, emelkedett AF ¢és SV
értékeket mértiink az a-MSH-val kezelt csoportban a kontroll értékekhez képest, a reperfizio
30. percében. S6t, mi tobb, a hormonterdpidban részesiild allatok posztiszkémias CO és SV
paraméterei nem csOkkentek szignifikdnsan a kiindulési, preiszkémias értékekhez képest. Ezek
az eredmények konzisztensek az els@ fazis eredményeivel, miszerint az a-MSH kezelés
szignifikansan csokkenti az iszkémia/reperfizio indukalta infarktus tertiletének méretét, noveli
a CO és SV nagysagat, ezaltal tovabbi bizonyitékul szolgalnak a hormon kardioprotektiv
hatasainak igazoldsahoz. Mindazonaltal, a tanulmény megjelenésének iddpontjaig kevés
tudomanyos kutatds célozta meg ennek a hatdsnak a felderitését, tovabbi vizsgalatok
szlikségesek. Kapcsolodd kozlemények jelentds felfedezése, hogy a melanocita stimulald
hormon iszkémiat megel6z6 adminisztracidja javitotta az iszkémiat kovetd funkcid
helyreallasat [164] [31]. Tovabba, jelen tanulmany els6 fazisa, valamint korabbi kézlemények
demonstraltak, hogy a melanokortinok védelmet nyujtanak a nyujtott idétartamtt miokardialis
iszkémia/reperfuzid altal okozott szovetkarosodassal szemben, a HO-1, JAK/ERK/STAT
szignalizacio aktivalasan keresztiil, valamint a pro-inflammatorikus TNF-o, pro-
inflammatorikus/pro-apoptotikus pJNK faktor expresszidjanak csokkentése révén, illetve a
nervus vagus altal medialt kolinerg és anti-inflammatorikus itvonal aktivalasaval [31, 165]. A
kardiomiocita kontrakcios teljesitmény adatainak elemzése javult aktin-miozin kdlcsonhatast,
illetve a magasabb aktiv fesziilésre vald hajlandosagot mutatott — ami fejlettebb kardiomiocita

mechanikai teljesitményre enged kovetkeztetni, mely hozzajarulhat az a-MSH globalis
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kardialis kontraktilitasra gyakorolt jotékony hatasdhoz (17. abra). Ezzel ellentétben gy tlnik,
hogy az a-MSH-nak nincs hatasa a kontraktilis apparatus Ca-érzékenységére. Sot, mi tobb, az
is kidertlt, hogy az a-MSH semmilyen karos hatdst nem gyakorol a cerebralis vaszkularis
simaizomra. Pontosan, nem valtoztatta meg a KCI, szerotonin, illetve angiotenzin-Il-re adott

valaszt (18. dbra) — ami az a-MSH altali stimuléciora adott vaszkularis valasz hianyara utal.

Korabbi tanulméanyokkal 6sszhangban, az egyik legfobb hipotézis, ami a hormon protektiv
hatasat magyarazhatja, az az immunmodulans, anti-inflammatorikus és antioxidans
tulajdonsaga [166, 167]. Ezek a jelenségek a jelen kutatds megtervezésének egyik legfébb
alapjaul szolgaltak, mely terv magaban foglalta a NADPH oxid4z enzim aktivitadsanak mérését,
melynek eredményeit a 19. dbra szemlélteti. Mindazonaltal a kutatds lényeges limitald
tényezdje, hogy a hormon antioxidans kapacitasat csupan a NADPH oxidaz aktivitasmérésével
igazoltuk. A hormon jotékony hatdsainak tisztdzdsdra szolgdldo tovabbi lehetséges

mechanizmusok intenziv kutatasok targyat képezik.
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7. Osszefoglalas

Ez a kutatas 6sszhangban van kordbbi, az a-MSH széles kardiprotektiv spektrumat bizonyito
kutatasok kovetkeztetéseivel. Az eredményeink ramutatnak, hogy ezen vegyiilet alkalmazasa
relevans lehet a kardiovaszkularis betegségek ,,bioterapias” menedzselésében a vazodilatacio
specifikus aspektusain keresztiil, illetve, hogy a hosszu tavli, mini ozmotikus pumpaval torténd
a-MSH kezelés jelentés potencidllal rendelkezik a diabétesz altal indukalt szisztolés vagy
eredményei kozé tartozik az echokardiografids vizsgalat, ami a vegyiilet szisztolés
paramétereire kifejtett javitd hatasat reprezentalja (ejekcios frakeid), a szivfunkcids kisérletek,
melyek a HR, CF és AF-re gyakorolt kedvezo befolyast igazoljak, a felfedezés, hogy az a-MSH
képes csokkenteni az iszkémia/reperfuzio kovetkeztében kialakult infarktus méretét, valamint
a 2-es tipust cukorbetegséggel 0sszefliggd metabolikus eltérések javitasa. A hormon potens
antiaritmids tulajdonsagokkal rendelkezik, illetve jelentds vazodilatacidt ért el a koronaria
soran. Tovabbi jelentds kovetkeztetése a jelenlegi tanulménynak, hogy a HO-1 sziikséges a
legtobb a-MSH altal kivaltott sejt, - illetve szovetszintli folyamathoz. Mindazonaltal, néhany
potencialisan jotékony hatasrol — mint pl. a CO és SV valtozas — kideriilt, hogy fiiggetlenek a
HO-1 aktivitasatol, mivel a HO-1 gatlo, SnPP-kezelés nem befolyasolta a kialakulasukat.

Egy bizonyos betegség eredendd okainak ilyen preciz célzott megoldasa képezi a ,,bioterapias”
megkozelités centralis koncepciojat, ami az amerikai Nemzeti Egészségiigyi Intézet (National
Institute of Health, NIH) f6, iranyad6 politikajava fejlodott, és melynek célja, hogy a
betegségeket a gyokeriiknél fogva semmisitsiik meg, ahelyett, hogy csupan analgetikus vagy
palliativ, tiinetcsokkenté megoldast nydjtanank [168]. A tanulmanyunk eredményei kiilondsen
nagy jelentdséggel birnak a szerzok tovabbi munkéjanak vonatkozasidban, akik szamos
preventiv és terapias alkalmazasi lehetdséget dolgoztak ki kiilonbozd fitokémiai HO-1
induktorok szamara [137, 169], mely torekvések jol korrelalnak az NIH ,bioterapias”

megkozelités koncepcidjaval.
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Summary

This investigation is consistent with results of other studies demonstrating a diverse range of
cardioprotective effects mediated by a-MSH. Our results prove that this compound might be
relevant to the “biotherapeutic” management of cardiovascular diseases through specific effects
on aspects of vasodilation, and that long-term a-MSH therapy with osmotic mini pump has
significant potention in the prevention or therapy of diabetes induced systolic or diastolic
cardial dysfunction. Major findings of this study include echocardiographic outcomes that
suggest its effects on systolic parameters of the heart (ejection fraction), along with outcomes
of cardiac function experiments demonstrating favorable influences on HR, CF, and AF, the
information that a-MSH is able to decrease the territory of cardiac infarction caused by
ischemia/reperfusion and to ameliorate the metabolic changes evoked by type 2 diabetes
mellitus. The hormone showed potent antiarrhythmic properties and further promotes intensive
dilatative effects on coronary vasculature—a finding that will potentially allow development of
interventions that specifically target selected blood vessels for dilation. A further important
finding of this investigation is that most of the cellular and tissue processes studied required the
activity of HO-1 as a downstream effector of a -MSH. Nevertheless, some of the potentially
beneficial effects, such as changes in CO and SV, were observed to occur independently of HO-
1 activity, as evidenced by insensitivity of these processes to treatment with the HO-1 inhibitor,
SnPP.

Such precise targeting of the underlying causes of a particular disease process is the core
concept of “biotherapeutic” approaches which have emerged as a major policy of the US
National Institutes of Health (NIH) on developing medical strategies that attack a disease at its
roots, rather than merely providing analgesic and palliative relief from symptoms. 34 These
findings are particularly significant to ongoing work by the authors, who have developed
numerous preventive and therapeutic applications for phytochemical HO-1 inducers, which

attempts correlate well with the ,,biotherapeutic” approach of the NIH.
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9. Targyszavak
Alfa-melanocita stimulalé hormon
2-es tipusu cukorbetegség
Ozmotikus mini pumpa
Melanokortin

Hemoxigenaz

Zucker Diabetic Fat
On(Sn)-protoporfirin
Echokardiografia

Izolélt dolgozo sziv modell

Keywords

Alpha-melanocyte-stimulating hormone

Type 2 diabetes mellitus
Osmotic mini pump
Melanocortin

Heme oxygenase
Zucker Diabetic Fat

Tin protoporphyrin
Echocardiography

Isolated working heart model
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10.  Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Juhasz Béla egyetemi docensnek, hogy PhD
hallgatojava fogadott, kozds munkank soran véget nem érden tdmogatott €¢s mindemellett

baratsagaval is megajandékozott.

Ezlton szeretném megkdszonni Prof. Dr. Szilvassy Zoltan Intézetvezetonek a lehetdséget, hogy

PhD munkamat a Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézetnél végezhettem.

Halasan készonom Prof. Dr. Csanadi Zoltannak és Prof. Dr. Edes Istvannak, a Kardioldgiai és
Szivsebészeti Klinika jelenlegi és korabbi vezet6jének, akik lehetové tették, hogy az altaluk
vezetett Klinika munkatarsaként gyakorolhassam hivatasom és termékeny taptalajt biztositottak

mind a betegellatas, mind a tudoményos munka magas szinvonalt végzésére.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Kurucz Andreanak, aki szamtalan szakmai észrevételével

jelentdsen hozzajarult munkam létrejottéhez.

Kiilon koszonom Dr. Lampé Noranak onzetlen és kitartd barati timogatasat tanulmanyom

soran.

Tovabba koszonettel tartozom a Farmakoldgia Intézet és a Kardiologia Intézet minden

munkatarsanak, akik elémozditottak jelen dolgozatom megsziiletését.

Végtelen koszonet csaladdom minden egyes tagjanak, toretlen belém vettet hitéért, melyre bizton

tamaszkodhatok a mindennapok soran.

Kiilon koszonet:

Edesapémnak, Dr. Szokol Miklésnak, aki gondoskodd szeretete mellett, mar

gyermekkoromban is kévetendé szakmai utat mutatott.

Edesanyamnak, Hargitay Borbéalanak, aki félté és odaadd szeretetével, kimerithetetlen

energidjaval timogatott életem soran.

Feleségemnek, Szokol Lillanak és kisfiamnak, Szokol Miklosnak, hogy mindig er6t merithetek

beldliik és hogy teljessé tették az életemet.
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A tanulmény alapjaul szolgalod kutatast az Innovacids és Technologiai Minisztérium altal
meghirdetett Felsdoktatdsi Intézményi Kivalosagi Program NKFIH-1150-6/2019 szdmon
tdmogatta, a Debreceni Egyetem Terapias célu fejlesztések témateriileti programja keretében.
Ezen feliil az értekzés a GINOP-2.3.4-15-2016-00002 szamu ,,A felsGoktatds és az ipar

egylittmikodése az egészségiparban” projekt keretében az Europai Uni6d tdmogatasval az
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2019, ED_18-1-2019-0028 val6sult meg.
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