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1. Bevezetés és célkitiizés

A diabetes mellitus egy vilagméretli probléma a fejlédd orszagokban,
mely évrdl évre egyre tobb embert érint. A diabéteszes betegek szama az 1980-
as 108 milliorol 2014-re 422 milliora emelkedett a 2018-as WHO statisztikak
szerint. A diabétesz legtobb kronikus komplikacidja a makro- és
mikroangiopatiabdl ered, mint a koronaria, cerebrovaszkularis és periféras
érbetegségek, a diabéteszes nefropétia, neuropatia és retinopatia.

A diabetes mellitus gyakori mikrovaszkularis szovédménye, a
diabéteszes retinopatia a vaksag egyik vezetd oka vilagszerte. A magas
vércukorszint a retina ereinek miikodését teszi tonkre €s kovetkezeményes
iszkémia-reperfizios (I/R) k&rosodasokat okoz. A latas romlasa funkcionalisan
mérhet6 elektroretinografia (ERG) segitségével akar laboratoriumi allatok
esetén is.

Bar a cukorbetegségnek szamos genetikai patkdnymodellje is létezik,
mint példaul a Zucker diabéteszes zsiros (Zucker diabetic fatty, ZDF), az
Otsuka Long-Evans Tokushima fatty (OLETF), a biobreeding (BB), a Wistar
Bonn/Kobori (WBN/Kob), a Spontadn Diabéteszes Torii (SDT) és a Goto-
Kakizaki (GK), nincs “legjobb modell” az embereknél tapasztalt cukorbetegség
100 szézalékos utanzasara. A ZDF patkany egy eredetileg elhizott/zsiros
patkanytorzsben, nevezetesen a Zucker patkanyokban fellép6 mutacio
eredménye, amelynek kovetkeztében az elhizott ZDF patkanyok glikoz
intoleranciét, hiperinzulinemiat és végul 2-es tipusu cukorbetegséget mutatnak
a mutécid okozta leptinrezisztencia miatt. A ZDF-en tul az OLETF és a BB is
monogénes allatmodellek, az eldbbi elhizast és II-es tipusd cukorbetegseget
okoz6 G-fehérje mutécidt tartalmaz, az utobbi pedig egy I-es tipusu diabétesz
modell a limfoid immunsejtek autoimmun vélaszt okozé mutécidja miatt. A

GK, a WBN/Kob és az SDT patkanyok a poligéenes diabéteszes retinopatias



allatmodellek csoportjaba tartoznak, mindegyik méas-mas életszakaszban 1l-es
tipusu cukorbetegséget produkal. Munkam soran elészor GK patkanyokkal
végeztlink kisérleteket; ebben a modellben azonban nem alakul ki a klinikali
kornyezetben gyakori elhizés, ezért munkam masodik fazisaban ZDF allatokon
dolgoztunk. A ZDF patkany esetében a Il-es tipusi cukorbetegség
kialakulasanak folyamata ¢és szamos jellemzdje, mint példaul az elhizés
kialakuldsara valé hajlam, megegyezik az emberrel. A 2-es tipusu
cukorbetegseg emberben is hasonlé tinetekkel alakul ki, kezdve a glikoz
intoleranciatol a nyilvanvalé cukorbetegségen at a cukorbetegseg sulyos
kovetkezmeényeiig, mint amilyen példaul a diabéteszes retinopatia. A
retinopatia patologids folyamata tisztan vizualizalhatd elektroretinogréfia
(ERG) alkalmazasaval, mely modszer alkalmas egyes Kkisérleti anyagok
betegseg-csokkent6 hatasainak mérésére is.

Munkacsoportunk mar tébb  kisérletet végzett retinoprotektiv
molekulakkal cukorbeteg allatokon a retina karosodasanak kivédésére. A BGP-
15 egy igéretes jovobeli gyogyszerfejlesztési célmolekula, melyet — mivel
kémiailag rokon a propranolollal — ¢lészor sziv- és érrendszeri celokra
fejlesztettek ki, jollehet az6ta mar szamos kiilonb6z6, diabétesszel és iszkémia-
reperfuzioval is 0sszefiiggd betegségben probaltak ki, igy mint sziv iszkémia-
reperfuzidban,  vesetoxicitasban,  neuropatiaban,  miopéatidban,  és
kiléndsképpen inzulin rezisztencia ellen. Maga a cukorbetegseg is 6sszefiigg
az ischaemia-reperflzios kéarosodassal: a lokalis ischaemia példaul fokozza a
neovaszkularizacioval jaré proliferativ retinopatidhoz vezet. Igy tehat a
cukorbetegség fent emlitett lataskarositdo kovetkezményeihez vezetd
hattéreseményeknek bizonyitottan részét képezik a retina ischemia-reperfzios
sérulései is. Ugyanakkor kutatomunkam kezdetén a BGP-15-6t még senki sem
vizsgalta diabéteszes retinopéatiaban, jéllehet a hatdsmechanizmusa miatt ilyen

megbetegedések kezelésére vagy megeldzésére is potencidlis jelolt.



Ezen korabbi eredmények alapjan els6 kisérletlink célja volt felmérni a
szisztémas BGP-15 hatasait a glikoz retinakarositd hatasaval szembeéllitva egy
inzulin rezisztens allatmodellen, GK patkanyon. Tovabba elektroretinografia
segitségével ossze kivantuk hasonlitani a BGP-15 lehetseges retinoprotektiv
hatdsat  standard  anti-diabetikus  gyogyszerekkel: metforminnal,
glibenklamiddal illetve pioglitazonnal, a f6 anti-diabetikum csoportok
képviseldivel. Megkiséreltiik a kezelések esetén megfigyelt retinoprotekcio
hatdsmechanizmuséanak felderitését is: meg kivantuk vizsgalni a BGP-15 a
sirtuin-1 (SIRT1) és matrix-metalloproteinaz 9 (MMP9) expressziojara kifejtett
lehetséges hatasat.

Potencidlis jovObeni gyogyszerfejlesztési célok megalapozasaként
méasodik  tanulmanyunkat a hosszu tavi BGP-kezelés esetleges
mellékhatasainak felmérésére végeztik: ennek a kisérletnek az volt a célja,
hogy megtudjuk, okoz-e a BGP-15 hosszii idén keresztiil vizsgalva korai
haldlozést, és ha igen, milyen okok miatt. Itt a GK helyett ZDF patkanyokat
hasznaltunk, hogy elhizasra hajlamos, diabéteszes allatokon tudjunk
Kisérletezni hosszu tavon: ennek jelentés klinikai vonatkozasa van, mivel a
legtébb I1-es tipust cukorbetegségben szenvedo beteg talsulyos. Munkam a mar
tObbszor emlitett elektroretinografias mérésen alapszik, ami egy viszonylag
konnyen kivitelezhetd €s jol reprodukalhaté modszer, amely pontos informaciot
ad az allatok latasarol, a retina funkciojarol. Ebben a masodik kisérletben az
allatok az egy éves periodus alatt teljesen kontrollalatlan (inzulinnal illetve anti-
diabetikumokkal nem kezelt) cukorbetegségben szenvedtek és naponta

tapszondan keresztil kapték a kezelési anyagot, a BGP-15-06t.

2. Anyagok és modszerek



2.1. Kisérleti allatok

Elsé kisérletlinkben vizsgalatunkhoz a him Goto-Kakizaki és Wistar
patkanyokat (10 hetesek; 250-300 g) a Charles River Laboratories International
Inc.-t61 (Wilmington, MA, USA) szereztiik be. A Goto-Kakizaki (GK) modell
—a Charles River leirasa alapjan — egy nem elhizott Wistar alt6rzs, amelyben 2-
es tipusu cukorbetegseg alakul ki; kontrollja a Wistar patkany (Crl: WI). Az
allatokat ketrecben tartottuk eés az allatkutatasra vonatkozd nemzetkozi
eléirasoknak megfeleléen (ARVO (Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Vision Research) és az NIH (National Institute of Health)
irdnyelvei) gondoztuk. A vizsgéalat soran hasznélt 6sszes modszert a Debreceni
Egyetem Intézményi Allatetikai Bizottsaga hagyta jova (18/2013/DE MAB).
Az éallatoknak szabad hozzéférése volt a vizhez, és ad libitum szabvanyos

ragcsalo tappal etettiik Oket.

Mésodik kisérletiinkhdz nyolc hetes him ZDF patkanyokat (fa/fa) és
kontrolljaikat, him an. sovany (lean) patkanyokat (-/-) vasaroltunk a Charles
River Laboratories International, Inc.-t6l (Wilmington, MA, Egyesiilt
Allamok). Az allatok elhelyezése és gondozasa ebben az esetben is a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga altal elfogadott szabalyok alapjan
tortént, Osszhangban a nemzetk6zi eldirdsokkal (ARVO ¢és az NIH
irdnyelveivel), tovabba minden maodszertani protokollt is ugyanez a bizottsag
hagyott jova. Az allatok itt is szabadon hozzéferhettek a vizhez és a
ragcsalotaphoz, ami viszont ebben az esetben a ZDF patkanyokhoz javasolt,

Purina 5008 takarmany volt.

2.2. Glikozhaztartas monitorozasa

Elso kisérletinkben éhomi vércukorszint-elemzést a kezelési 1doszak
kezdetén, majd a 3., 8., 11. hét elején és kozvetleniil a vizsgalat befejezése elott

(,végpont™) végeztiink. Tovabba Ordélis glikoztolerancia-tesztet (OGTT) is



vegeztiink az 6sszes fent emlitett idopontban, kivéve a végpontban. Ennek a
Kisérlet végén ugyanis minden allatot alavetettink egy hiperinzulinémias
euglikémias glikéz clamp (HEGC) mérésnek, hogy felmérjuk
inzulinérzékenyseégiiket vagy inzulinrezisztenciajukat.

Masodik kisérletinkben szintén végeztink OGTT-t: egy 1 hdnapos
akklimatizacio utan (alapértékek), majd a gyomorszondazasi periodus kezdetén
(kezdd értékek), majd pedig 1, 6 €s 12 honapnyi gavage utan végeztiik el.

Az emlitett modszerek mindegyikét egy éjszakan at tartdo eheztetést

kovetden hajtottuk végre.

2.2.1 Ehomi vércukorszint

Az éhgyomri vércukorszint-analizishez a vért farokvénabdl vettiik, majd
a vercukorszintet Accu-Check glukométerrel (Roche Diagnostics, Mannheim,

Németorszag) mértik meg.

2.2.2 Oralis glukdz tolerancia teszt (OGTT)

Az OGTT mérésekhez az allatoknak 2 g/kg glikozt (Sigma-Aldrich-
Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) adtunk gyomorszondan keresztl,
majd farokbol vett vér cukorszintjét mértiik 15, 30, 60, 90 és 120 perc mulva a
fentebb emlitett glukométerrel. Kiindulasi értékként éhgyomri vércukorszintet
hasznéltunk (OGTT 0 perces id6pont). Az OGTT eredményeinek értékelése
soran a kovetkezd egyenletet hasznaltuk a gorbe alatti teriilet (area under curve,
AUC) kiszdmitasahoz, ahol ,,n”” a mérési idépontok szama:

c1+c2 Cn—-1+¢cn

2

AUC=(( )*(tz—t1)+---+< )*(tn—tn—l))



2.2.3. Hiperinzulinémias euglikémias glukdz clamp (HEGC)

Az elsd kisérlet végén az éhgyomri gliikozmérést kovetden az allatokat
ketamin/xilazin keverékkel (100/10 mg/ttkg; ketamin: Calypsol, Richter
Gedeon Ltd., Budapest, Magyarorszag; xilazin: Nerfasin, Le Vet BV,
Oudewater, Hollandia) erzéstelenitettik majd HEGC protokollt hajtottunk
rajtuk végre egy korabban mar hasznalt médszernek megfeleléen, az alabbiak
szerint. E16sz6r miitéti uton feltartuk a 1égcsovet és behelyeztiink egy kantiilt.
Ezutan két nyaki vénat kanuldltunk be glikozoldat (20%) és inzulin (6
mlU/perc (milli nemzetkdzi egység percenként); Humulin R, Eli Lily,
Indianapolis, IN, USA) beadaséhoz, illetve egy nyaki artériat vérvételi célbol.
A vércukorszintet Accu-Check glikométerrel mértik 10 percenként vett
vérmintakbol. Az euglikémiat a glikdz infazid (Gl) sebességének bedllitasaval
fenntartottuk. Akkor értik el az egyensulyi allapotd (steady-state) Gl-t — és
tekintettlk a Kisérletet befejezettnek —, amikor a vércukorszint legaldbb 20
percig stabilizalodott. A plazma inzulin méréséhez vérmintakat vettliink a nyaki
artériabol a HEGC protokoll elején és végén. Az inzulin mérését a vérmintak
plazméajabdl végeztik, amelyeket 2 percig 4 °© C -on és 10 000 g -n
centrifugéltunk  (5415R  Centrifuga, Eppendorf GmbH, Hamburg,
Németorszag). A HEGC protokoll utan minden allat életét kiméletesen
kioltottuk a ketamin/xilazin kombinécios érzéstelenitd ttladagoldsaval. Ezt
kovetden az allatok szemét eltavolitottuk tovabbi mikrobiologiai elemzés

céljabol.

2.2.4 Szamolt mutatok

A HEGC protokoll elétti és alatti kdzvetlen mérések eredményeibdl -
azaz testtomeg (body weight, BW), éhomi (fasting) plazma glikoz (FPG),

éhomi (fasting) plazma inzulin (FPI), glikdz infuzio sebessége (Gl), inzulin



infGzio sebessége (1) , egyensulyi (steady-state) plazma gliikoz (SSPG),
egyensulyi (steady-state) plazma inzulin (SSPI) - kiilonb6z6 indexeket
szamitottunk ki, amelyek kepletei a kdvetkezok:

GIR = gliik6z infzids sebesség (nem tévesztendd 0ssze a gliikoz infuzid
sebességével) (GI))
GI (ul/min) \

GIR =
BW (g)

crer

koszonhet6, amely 20% volt (220 g glikéz 1000 ml vizben; Glucose TEVA
20% Solution, Teva Ltd., Debrecen, Magyarorszag), igy a GIR végs6
mértekegysége a kovetkezd lesz: mg/perc/kg.

ISI = inzulinérzékenységi (sensitivity) index; mértékegysége: (mg
L)/(min kg mIU)
_ GIR (mg/min/kg)

SSPI (mIU /1)
MCRI = Metabolikus Clearance Réata Inzulinra; mértékegység: mL/min

Il (mlU /min)

MCRI = 1000
SSPI (ulU/ml) — FPI(ulU/ml)

IN

A korrekcios tényez6ét (1000) a milli nemzetkdzi egység (international
unit, 1U) mikro 1U értekekke torténé atalakitasa miatt hasznaltuk.
QUICKI = Kuvantitativ  inzulinérzékenység-ellen6rz6  mutatd

(QUantitative Insulin sensitivity ChecK Index) (mértékegyseg nélkul)
1
log FPI(ulU/ml) + (logFPG(mg/dl) * 18)

A korrekcios tényez6t (x18) a mmol/l mg/dl-ré valé atvaltds miatt

QUICKI =

hasznaltuk.
Az inzulinrezisztencia (HOMA-IR) kiszdmitasahoz homeosztatikus
értékelési modellt (homeostatic model of assessment, HOMA) hasznéaltunk

Matthews és mtsai. alapjan.



FPI(ulU /ml) x FPG(mmol/l)
22,5
Mivel a plU/ml = mlU/I, a HOMA-IR végso egysége a kovetkezo lesz:

HOMA — IR =

(mIU x mmol)/I2.
A hasnyalmirigy p-sejtjek funkcidjanak ertékelésehez HOMA-B
szamitasi modszert alkalmaztunk, amely ugyanazon cikken alapul.

20 * FPI(ulU /ml)
FPG(mmol/l) — 3,5

Mivel a plU/ml = mlU/I, a HOMA-IR végs6 mértékegysége a kovetkezo

HOMA —B =

lesz: mlIU/mmol

2.3. A tulélési gorbe kiszdmoléasa es kiértekelese

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

Breslow—Wilcoxon teszttel elemeztik.

2.4. Elektroretinogréfia (ERG)

Mindkeét kisérletiink végén elektroretinografias mérést hajtottunk végre: elso
kisérletinkben a HEGC el6tt egy nappal, masodik Kisérletinkben pedig
kozvetlenil az utols6 OGTT utan. Az allatokat ketamin/xilazin
kombinacidjaval (100/10 mg/kg) elaltattuk, hogy elektroretinografias merést
vegezzink a kovetkezok szerint. Mindkeét szem pupilldjat egy-egy csepp
ciklopentolattal kitagitottuk (Humapent, Teva Kft., Debrecen, Magyarorszag),
majd rovid szemfenéki vizsgalatra ker(lt sor kézi ophthalmoszkoppal (Heine
Mini 2000 Ophthalmoscope, HEINE Optotechnik GmbH and Co. KG,

Gilching, Németorszag) a diabéteszes retinopatia megerdsitésére a



szakirodalom alapjan. Az ERG méréshez ot tiielektrodat hasznéltunk, hogy a
fény altal generalt aramokat egy analog-digitalis atalakitéval (Bridge Amp és
PowerLab, ADInstruments, Sydney, Ausztralia) 0Osszekapcsolt erdsitdbe
vezessik, és a hullamformékat a PowerLab Chart szoftver (5.2.2-es verzio,
ADInstruments, Sydney, Ausztralia) segitsegével szamitdgépen is lathatova
tegyiikk. Két méréelektrodat behelyeztink enyhén a szaruhartya felszinebe
(anélkdl, hogy perforaltuk volna azt), két referenciaelektrédat az allat
filcimpajdba szurtunk, mig az altalanos foldelé elektrodat az allat
kozépvonaldban rogzitettiik, az orrnyereg borébe szarva. Karbomer alapu
szemgélt (Vidisic, BauschandLomb, Berlin, Németorszag) alkalmaztuk a szem
kisz&radasa ellen és kontaktgélként.

Az International Society for Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV)
irdnyelvei alapjan az elektroretinografias méréseket 20 perces sotét adaptacio
utan veégeztik. A scotopids retinogramot sététben rogzitettiik agy, hogy az
allatok szemét stroboszkoppal (20 cd/m2, 0,5 Hz) megvilagitottuk, hogy vegyes
palcika és csap valaszt valtsunk ki. A felvett elektroretinogramok hatarozott,
egyértelmiien azonosithatd elektromos valaszcsticsokat mutatnak, amelyek
kiemelkednek a hatterzajbol, kovetkezetesen a stroboszkdp fényingere utan és
azzal egy ritmusban (azaz ugyanazzal a 0,5 Hz-es frekvenciaval) jelentkeznek.
Mint ilyenek, az egyes tiiskék er6sen pozitiv csucsai a b-hulldmok maximalis
ertékei, amelyeket az a-hullamok karakterisztikus negativ csucsai eléznek meg,
ahogy az mas standard ERG-rendszerekben is lathatd. A b-hullamok
amplitadoit a megel6z6 negativ maximumtol a pozitiv maximumig, mig az a-
hullamokét a negativ maximum ¢€s az azt megel6z6 pozitiv maximum kozott
mértiuk. Az egyes allatok mindkét szemeének elektromos aktivitasat 10 felvilland
fénystimulust kovetden mertiik, hogy minden csoporthoz egy kozos felvétel-
halmazt (pool-t) hozzunk létre, amelyekbdl aztan statisztikai elemzéseket
vegeztiink a ,,Statisztikai elemzes” részben részletezett moédon. Az ugyanezzel

a mérérendszerrel rogzitett korabbi eredményeink biztositjdk, hogy az



alkalmazott kisérleti modszer reprodukalhat6 és megbizhat6 adatokat szolgaltat

a retina miikodésérdl, és osszefliggésben all a retina integritasaval.

2.5. Western blot

Mindkét kisérletet a szem molekuléris biologiai elemzésével zartuk. Az
allatok életét kiméletesen kioltottuk az érzéstelenitd keverék tuladagolasaval,
majd szemeiket Kimetszettiik és lefagyasztottuk. A teljes szemmintakat késes
homogenizatorral (IKA-WERKE ULTRA-TURRAX diszpergéator, Staufen,
Németorszag) homogenizalo pufferben jegen homogenizaltuk. A homogenizalo
puffer a kdvetkezOket tartalmazta: 25 mM Tris, 25 mM NaCl, 0,5 mM EDTA,
proteaz inhibitor koktél és desztillalt viz (minden 6sszetevot a Sigma-Aldrich-
Merck KGaA-tol vasaroltunk, Darmstadt, Németorszag). 10 000 fordulat/perc
sebességgel, 20 percig, 4°C-on végzett centrifugalast kovetden a citoszolikus
fehérjéket a fellliszdval egyiitt leszivtuk, hogy a felliliszé citoszolfrakciot
elvalasszuk a pellett6l. A pelletet 1 éran at tovabb inkubaltuk Triton X-100
tenzidet is tartalmazd homogenizal6 pufferrel (szintén a Sigma-Aldrich-Merck
KGaA-tol, Darmstadt, Németorszag), majd a felulusz6 nukleéaris frakciot
centrifugalassal valasztottuk el (14 000 ford./perc, 10 perc, 4°C), és a sejtmag
fehérjéket a felliluszoval egytt leszivtuk. Az egyes frakcidk felliliszbinak egy
kis részeébdl spektrofotométerrel (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Ortenberg,
Németorszag) megmeértik a teljes fehérjekoncentraciot, mely utan a feltluszok
maradék tobbi reészet Laemmli mintapuffer (Sigma-Aldrich-Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) hozzaadasaval és 5 perc forralassal készitettiik el
SDS-poliakrilamid gélelektroforézisre. A fehérjéket 100-120 percig 4 mA-en
futtatva 12%-os gélen valasztottuk el (Hoefer miniVe PAGE SE300 fliiggbleges
elektroforetikus és elektrotranszfer egység, Hoefer Inc., Holliston, MA,
Egyesiilt Allamok). A fehérjéket ezutan nitrocelluléz membranra (GE
Healthcare, Darmstadt, Németorszag) transzferaltuk elektroforetikusan a fent
emlitett eszkdz (Hoefer miniVE SE300) blot moduljaval. 3%-0s BSA-oldattal



(Sigma-Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) blokkoltuk a
nitrocellul6z membran szabadon maradt kotéfelszinét, majd ezt kdvetden a
fehérjéket egy éjszakan at primer antitestekkel inkubaltuk. Elso kisérletiinkben
a kovetkezd primer antitestekkel inkubaltunk: anti-SIRT1 egér monoklonélis
antitesttel (mely a SIRT1-et (~110 kDa) ismeri fel, Cat#ab110304, Abcam,
Cambridge, Egyestlt Kiralysag); anti-MMP9 nyul poliklonalis antitesttel (mely
az MMP9-et (~92 kDa) ismeri fel, Cat#ab38898, Abcam, Cambridge, Egyestlt
Kiralysag); anti-HistoneH3 rekombinans, monoklonalis nydl antitesttel (mely a
hiszton H3-at (~17 kDa) ismeri fel, Cat#701517 ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA); és anti-béta-aktin egér monoklonalis antitesttel (mely a
béta-aktint (~42 kDa) ismeri fel, Cat#A5316, Sigma-Aldrich-Merck KGaA,
Darmstadt, Néemetorszag). Masodik kisérletiinkben pedig a kovetkez6 primer
antitesteket hasznaltuk: anti-B-aktin (Cat#Ab316, Sigma-Aldrich-Merck
KGaA, Darmstadt, Németorszag); anti-Histone H3 (kat. szam: 701517, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesilt Allamok); anti-HSP70
(SAB4200714, Sigma-Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag); és
anti-nuklearis faktor kB (ab 16502, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag).
Masnap a membranok desztillalt vizzel torténé mosasa utan, a keresett feherjék
megjelenitéséhez torma-peroxiddzzal konjugalt masodlagos antitesteket
hasznaltunk: egér elleni antitestet (Cat#A4416) és nyul elleni antitestet
(Cat#A0545; mindkettd a Sigma-Aldrich-Merck KGaA-tol, Darmstadt,
Németorszag). A kimutatashoz WesternBright™ fokozott érzékenységii
kemilumineszcens szubsztratot (Advansta Inc., Menlo Park, CA, Egyesult
Allamok) és LI-COR C-DiGit® blot szkennert (LI-COR Inc., Lincoln, NE,
Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. Csoportonként harom blot elemzését Imagel
szoftverrel (1.51-es verzid, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
Egyesiilt Allamok) végeztiik. Az eredményeket tgy kaptuk, hogy a blotokat a
hattérre normalizaltuk, és egy haztartasi fehérjére (béta-aktin vagy hiszton H3)

standardizaltuk.
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2.7. Kisérleti protokollok és csoportok
2.7.1. Kisérlet Goto-Kakizaki patkanyokkal

Elsé kisérletiink célja volt Osszehasonlitni a BGP-15 feltételezett
retinoprotektiv hatasat human-gyogyaszatban hagyomanyosan alkalmazott
anti-diabetikumokkal Goto-Kakizaki patkany modellen.

Két hetes akklimatizacio utan (12 hetes korukban) az allatokat
veletlenszeriien a kdvetkez6 csoportokra osztottuk (minden csoportban n = 6):
Goto kontrollcsoport (kezeletlen, beteg), Wistar kontrollcsoport (kezeletlen,
egészseges) és négy kezelt beteg csoport, amelyekben GK patkanyok voltak:
BGP-15, metformin, glibenklamid és pioglitazon. A kezeléseket naponta
rozsdamentes acél gyomorszondan Kkeresztil gavage-olva, a kovetkezd
dozisokban adtuk: BGP-15 10 mg/kg, metformin100 mg/kg, glibenklamid 5
mg/kg és pioglitazon 10 mg/kg. Minden kezelési anyagot a Sigma-Aldrich-
Merck KGaA cégtél (Darmstadt, Németorszag) szereztiink be. A két
kontrollcsoport olddszert kapott gavage-olva. Az adagok korabbi kutatidsok
alapjan lettek kivalasztva. Az allatok sulyat a vizsgélat 12 hete alatt heti

rendszerességgel mértuk.

Ezeken az allatokon (a napi gavage-on kivil) a kovetkezo kisérleteket
végeztiik el idérendben: éhomi vércukorszint merés, OGTT, ERG, HEGC, WB.

2.7.2. Kisérlet ZDF-patkanyokkal
A masodik kisérletlink célja a BGP-15 hosszu tavu alkalmazéasanak

Kiprébalasa, az esetleges mellékhatdsok megfigyelése, valamint a kisérleti
anyag Kkiprobaldsa egy elhizott, II. tipusi cukorbetegségben szenvedd
allatmodellen, ZDF patkanyokon.

A ZDF Adllatokat véletlenszerien két csoportba osztottuk: ZDF
kontrollcsoportba (ZDF) eés BGP-15-kezelt csoportba (BGP). A sovany
allatokbdl egy harmadik csoportot alakitottuk ki (lean). N=10 minden
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csoportban. 16 hetes koruktdl kezdve minden allatot naponta szajon at gavage-
oltunk (orogasztrikus tapszondan keresztil) a vizsgalat teljes ideje alatt, amely
52 hétig (1 évig) tartott. A kezelt csoport 10 mg/kg BGP-15-6t kapott metil-
cellul6z nyédkban, mig a sovany és ZDF csoportba tartozo &llatokat csak
vivOanyaggal kezeltiik. Az adagot els6ként kivitelezett kisérletiinkre alapoztuk.
A BGP-15-6t a Sigma-Aldrich-Merck KGaA-tol szereztiik be (Darmstadt,

Németorszag).

Ezeken az allatokon a kovetkezd kisérleteket végeztiik el idérendben:

tulélési gorbe analizis, éhomi vércukorszint méres, OGTT, ERG, WB.

2.8. Statisztika

A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism szoftvert (7.0-s verzio,
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A
Gauss-eloszlast Shapiro-Wilk normalitasteszttel értékeltiik. A normal eloszlasu
adatokat egyutas varianciaanalizissel (ANOVA), mig a nem normal eloszlasu
adatokat nem-parametrikus  Kruskal-Wallis  teszttel analizaltuk. A
csoportértékek kiilonb6z6o idépontokban torténd elemzése esetén kétutas
varianciaanalizist alkalmaztunk. Az 06sszehasonlitast akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha a valészintiségi értékek 0,05-nél kisebbek voltak (p<0.05).
A szignifikancia szintjét a kovetkezoképpen jeleztik: * p < 0,05; ** p <0,01;
*** n < 0,001; és **** p < 0,0001. Az 6sszes adatot atlag + az atlag standard

hibaja (SEM) formatumban adtuk meg.

3. Eredmenyek
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3.1. A Goto-Kakizaki-patkanykisérlet eredményei

3.1.1. Testtdmeg-gyarapodas

A Kisérlet 12 hete alatt az allatok sulyat hetente mertiik. Tobbe-kevésbe
egyenletes testuly gyarapodas volt megfigyelhetd mindegyik csoportban. A
csoportok kezdeti és végponti sulyai + az atlagok standard hibaja (xSEM) a
kovetkezok voltak: Glibenklamid 313.3 +4.074 -376.0 + 5.671 g, Metformin
312.8 + 5.655 — 383.6 + 12.268 g, Goto kontrol 315.6 + 4.070 — 397.4 + 6.266
g, BGP-15 319.6 + 5.566 — 405.6 + 9.024 g, Pioglitazon 315.6 + 3.658 — 433.2
+10.398 g, Wistar kontrol 356.5 + 3.989 — 568.2 + 18.552 g; minden csoportban
az elso heti (kezdeti) €s 12. heti (végponti) sulyok szignifikansan kiilonboztek
egymastol (p<0.0001). A pioglitazon-csoport kezedti suly szazalékaban
Kifejezett testtbmeg-gyarapoddsa +SEM (136.3 £ 2.207%) szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult a tobbi betegcsoporténal (120.3 = 0.788%, 121.9 +
2.228%, 125.5 + 0.940% és 126.8 + 0.769%, Glibeklamid, Metformin, Goto
kontrol és BGP-15 csoportok az emlités sorrendjében). Az egészséges wistar
patkanyok adata (156.9 = 4.667%) kimagaslott az dsszes tobbi csoporté kozil
(p<0.0001).

3.1.2. Ehomi vércukorszintek eredmények
A Kisérlet alatt minden beteg, GK csoport éhomi vércukorszintje egy 8-9-

mmol/L-es atlag koril mozgott — minden szignifikans kulénbség nélkul
barmely két csoportot 6sszehasonlitva — mig a Wistar értéekek egy
szignifik&nsan alacsonyabb szinten, atlagosan 5-6 mmol/L korul voltak (9.2 +
0.589 mmol/L, 9.4 £ 0.526 mmol/L, 8.2 £ 0.171 mmol/L, 9.2 + 1.059 mmol/L
és 9.4 = 0.692 mmol/L vs. 5.2 £ 0.178 mmol/L rendre Glibenklamid,
Metformin, Pioglitazon, Goto kontrol és BGP-15 vs Wistar kontrol
dsszehasonlitasban; p < 0.05). A BGP-15, a Pioglitazon és Wistar csoportok
éhomi vercukor értékei nem valtoztak, a végponti értekek rendre igy alakultak:
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98.87 + 4.532%; 97.35 £ 6.116% ¢és 108.6 = 10.550%, melyekbdl a két elsd
csoport statisztikailag szignifikansan kiloénbdzott a Goto kontrol csoporttol
(137.4 £5.219%). A Glibenklamid és Metformin-csoport értékei a kovetkezok
voltak: 132.6 £ 10.15% és 117.8 + 8.421%.

3.1.3. Oralis glikoztolerancia teszt eredmények
Sem az oralis glikoztolerancia teszt (OGTT) folyaman a vércukorszintek goérbe

alatti terlletei (area under curve, AUC), sem a 120 perces OGTT értekek nem
mutattak kilonbségeket a kezelt csoportok és a kezeletlen Goto kontrol csoport
Osszehasonlitdsakor. Masfeldl viszont, ahogy az varhatd is volt, még a 120
perces OGTT eértékek sem mutattdk jelét a cukorbetegségnek az egészseges
Wistar patkanyok esetén, mint ahogyan mar az éhomi vércukorszintek esetén
sem: a kiserlet egésze alatt az egészséges Wistar csoport 120 perces OGTT
értékei 7.8 mmol/L alatt maradtak (5.92 £ 0.073, 5.82 £ 0.183, 6.40 + 0.148 and
6.63 £ 0.551 mmol/L + SEM rendre a kiserlet kezdetén majd a 3., 8. és 11.
héten)

3.1.4. Hiperinzulinémias euglikémias clamp (HEGC) eredmények
Ahogy eredményeinken latszik szignifikans kilonbségek voltak a plazma

inzulin szintek kozott a hiperinzulinémias euglikémias clamp (HEGC) madszer
vegén: mig az egészséges Wistar patkanyok 366.6 + 141.3 mU/L atlag +SEM
ertéket prezentéltak, addig a BGP-15-kezelt Goto-Kakizaki patkanyoké 178.3 +
54.71 mU/L-nak bizonyult, ami szignifikdnsan kiilonbdzott a Goto kontrol
csoport 513.0 = 135.9 mU/L értékétdl (* = p<0.05). A Glibenklamid nem tudta
enyhiteni az inzulin-rezisztenciat, ami a relative magas inzulin szintekbdl is
latszott (626.3 £ 140.7 mU/L) a HEGC protokoll végén, ezzel szemben mind a
Metformin, mind a Pioglitazon inzulin-érzékenyité hatast mutatott (értékeik
rendre 266.6 + 72.93 és 291.5 + 65.46 mU/L). Ha megnézzik a direkt éhomi
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plazma gliikkoz értékeket, szembetlind, hogy nemcsak a Metformin (11.28 +
0.822; p < 0.05 vs. Goto kontrol (13.15 £ 0.650 mmol/L)) és a pioglitazon (8.27
+ 0.463 mmol/L; p < 0.0001 vs. Goto kontrol), hanem a BGP-15 is (10.97 £
0.460 mmol/L) képes volt szignifikansan csdkkenteni a vércukrot (p<0.05 vs.
Goto kontrol), jollehet ez a csokkenés nem volt olyan kifejezett, mint a
pioglitazon esetében. Ugyanakkor, még a pioglitazon sem volt képes elérni az
egeészseges allatok szintjét (p<0.05 a pioglitazon vs Wistar kontrol (5.86 £+ 0.506
mmol/L) 6sszehasonlitasban). A glibenklamid-kezelt csoport éhomi plazma
glikoz szintje £SEM 11.5 £ 1.016 volt. Nem voltak szignifikans kilénbségek a
csoportok kozétt a éhomi plazma inzulin és a steady state vércukorszintek

esetén.

A direkt HEGC adatok tovabbi vizsgéalata kiilonb6z0 szarmaztatott
mennyiségeket is szolgaltatott szamunkra, mint a glikéz infazids rata (GIR),
inzulin szenzitivitasi index (ISI), metabolikus clearance rata inzulinra (MCRI),
kvantitativ inzulin szenzitivitasi ellendrzési index (quantitative insulin
sensitivity check index (QUICKI)), inzulin rezisztenciara szamolt tn. HOMA
index (homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)), illetve
B-sejt funkciora szamolt HOMA (index homeostasis model assessment of B-
cell function (HOMA-B)). Ahogyan az ISl és MCRI grafikonokbdl latszik a
BGP-15 értékei £SEM (egyenként 3.596 + 1.656 és 57.57 £ 18.500)
szignifikdnsan kiilonboztek a Goto kontrol értékektél £SEM (rendre 0.956 +
0.432 és 16.57 £ 5.095), ugyanakkor az egészseges kontroll értékekhez
hasonlitva nem volt kiillénbség (rendre 2.22 + 0.776 és 25.67 = 5.650), s6t még
enyhén (de statisztikailag nem-szignifikdnsan) még magasabb értékek is
latszodtak. A tobbi diagram eseten a kiilonbségek nem érték a statisztikai

szignifikancia szintjét (az ésszerli 6sszehasonlitasokat illetdleg).
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3.1.5. Elektroretinografia eredmények
Az ERG merések alapjan a csoport trendek mind az a- mind a b-hulldmok esetén

nagyon hasonléak. A BGP magasabb a- é€s b-hullamamplitadokat produkalt
(rendre 30.25 £ 0.342 pV és 97.39 + 0.708 yV), mint amilyeneket a Goto
kontrol csoportnal megfigyelhettiink (rendre 19.7 £ 0.315 puV és 61.11 + 0.672
uV). Sot, a BGP-értékek statisztikailag még szignifikdnsan magasabbak is
voltak az egészséges Wistar értékeknél (az a- és b-hullamamplitaddk rendre
26.54 = 0.267 PV és 76.83 + 0.767 uV). A BGP-kezelés az a- és b-hullam
amplitadokra gyakorolt ezen hatasa hasonlonak vagy jobbnak is bizonyult, mint
a metformin- és a pioglitazon-kezelésé (metformin atlag a- és b-hulldmai
rendre: 24.66 + 0.316 pV es 68.09 + 0.628 uV; pioglitazon atlag a- és b-
hullamai rendre: 29.25 + 0.426 uV és 89.68 + 0.862 pV). Az elébb emlitett
harom kezelés hasonlé vagy magasabb amplitidokat produkalt, mint az
egészséges Wistar allatok.

3.1.6. Western Blot Eredmények
Sirtuin 1 ¢és matrix metalloproteindz 9 ellenes elsddleges antitesteket

alkalmaztunk  az izolalt, sodium-dodecilszulfatos poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) szétvalasztott fehérjéken a nitrocelluloz
membranra val0 elektroforetikus transzferalast kovetéen. Szignifikans
kiilonbseégek voltak megfigyelhetdk az elobb emlitett két fehérje esetén a BGP-

kezelt csoportban.

A SIRT1 expressziot a BGP-kezeles serkentette: a BGP-15-kezelt csoport
standardizalt-normalizalt pixelstiriisége szignifikansan nagyobbnak bizonyult
mind a Goto kontrol, mind a Wistar kontrol csoportokénal (1.539 + 0.301 vs
0.6463 + 0.094 és 0.2346 + 0.083, p < 0.01 és p < 0.0001, az emlités
sorrendjében). Statisztikailag nem volt szignifikans kilénbség a Goto kontrol

es Wistar kontrol csoportok kozott. A BGP-15 érték magasabbnak bizonyult az
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0sszes tobbi csoporténal is (1.020 £ 0.205, 0.6371 + 0.040 és 0.8204 £+ 0.1015
rendre: glibenklamid-, metformin- és pioglitazon-csoport; p<0.05, p<0.01 és
p<0.01 vs BGP). A glibenklamid- és pioglitazon-csoportokban a SIRT1 szint
szignifikdnsan nagyobbnak mutatkozott a Wistar kontrol csoporténal (p<0.05

mindkeét 6sszehasonlitasban).

Az MMP9 expresszio szignifikansan emelkedettebb volt a diabéteszes Goto
kontrol csoportban az egeszséges Wistar kontrolhoz viszonyitva (2.716 £ 0.402
vs 1.167 + 0.229 p < 0.01). Ezt az emelkedést csokkentette mindegyik kezelées
(BGP-15, metformin, pioglitazon; 1.1210 = 0.225, 1.466 + 0.257, 0.7875 *
0.093 és5 0.4484 +0.047, sorrendben). Az MMP9 csokkenése a BGP-15 kezelés
kovetkeztében szignifikansnak bizonyult a Goto kontrollhoz hasonlitva azt
(p<0.01), olyannyira, hogy a BGP atlag értéke hasonld volt a Wistar kontrol
csoportéhoz: ez utdbbi két csoport kdzott nem is volt szignifikans kiulonbség. A
glibenklamid képes volt Kivitelezni, amit a BGP: értéke szignifikansan
kilonbozott a Goto kontrollétdl (p<0.05), de a Wistar csoportétdél nem. A
Metformin és a pioglitazon még hatékonyabbak voltak (p < 0.001 a metformin
vs Goto control és p < 0.001 a pioglitazon vs Goto kontrol

dsszehasonlitdsokban).

Az MMP9 antitest gyartojanak specifikacioi szerint az antitest az MMP9 mas
formait is detektalhatja, mivel “a[z MMP9] prekurzoranak processzalasa
kiilonboz6 64, 67 és 82kDa-0s aktiv formakat eredményez” (Abcam). Valdban
¢szlelhetdk voltak mas, alacsonyabb molekulasulyu jelolédések is a bloton és
ezeket is kiertékeltlik; azonban az egyes csoportok jelei kdzott nem voltak
statisztikailag szignifikans eltérések (ezek az adatok nincsenek feltiintetve).
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3.2. A ZDF patkanykisérlet eredményei

3.2.1. Tulélési analizis eredmeények

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

A stly nem valtozott eltéréen a kezelt és a kezeletlen ZDF-csoportok kozott,

bar mindkett6 szignifikansan eltért a sovany értékektdl a teljes vizsgalat soran.

3.2.2. OGTT eredmények
Az OGTT mérések alapjan a gorbe alatti tertilet (area under curve, AUC) értekei

hasonloak voltak minden csoportban. A kezelési id6szak kezdetén azonban a
beteg allatmodellek mar szignifikdnsan kulonboztek az egeszséges kontroll
(sovany) allatoktol (1338,873 + 53,008 és 1511,077 + 56,820 vs. 190,211 +
5,892 a ZDF és ZDF + BGP-15 vs. sovany csoportokra nézve, p < 0,0001
mindkét Osszehasonlitasnal). Ez a kilonbség a vizsgélat teljes ideje alatt
megmaradt. Nem volt azonban szignifikdns kulénbség a két beteg csoport
kozott sem ebben az idépontban, sem az 1 honapos vagy a 6 hoénapos
idépontokban. Nem igy a 12 honapos idépontban, ahol a BGP-vel kezelt csoport
AUC értéke szignifikdnsan kilonbozétt a kezeletlen ZDF  csoporthoz
viszonyitva (1976 027 + 264 024 vs. 3040 019 + 308 145, p < 0,0001).

Ha az OGTT 120 perces értékeit nézzik, akkor a kétutas ANOVA statisztikai
analizis szignifikans kiilonbséget adott kozvetleniil a kiindulasi idépontban

(7,630 = 0,142 vs. 5,330 + 0,078, a ZDF vs. sovany 6sszehasonlitasban, p <
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0,05), amely — hasonloan az AUC-hoz — az egész vizsgalat soran megmaradt: a
sovany csoport atlagértékei 7,5 mmol/l alatt voltak minden idépontban (5,330
+ 0,078, 5,050 = 0,110, 5,200 + 0,116, 7,244 + 0,116, 7,244 + 3,2 és 7,244 +
6,07 mmol/L rendre a kiindulasi, kezdeti, 1 hdnapos, 6 honapos és 12 honapos
idépontokban). A beteg csoportok magasabb értékeket mutattak az egész
vizsgéalat soran; azonban szignifikans kilonbség mutatkozott a kezelt és a nem
kezelt betegcsoportok kozott a 6 honapos €s a 12 honapos idépontokban (30
275 = 0,689 vs. 27,8 £ 1 548, ZDF vs. ZDF + BGP15, p < 0,05 a 6 honapos
id6pontban, és 23,7 + 1,522 vs. 16,84 + 1,264, ZDF vs. ZDF + BGP15 esetén,
p <0,0001 a 12 hénapos idépontban).

Az éhgyomri vercukorértékek (OGGT kiindulasi értekek) ugyanazt a tendenciat

mutattak, mint a 120 perces értékek.

3.2.3. ERG eredmények

Az ERG merések szerint mind az a-, mind a b-hullamok atlagos amplituddja
minden csoportban szignifikdnsan eltérének bizonyult. A tendencidk az a-
hullamok és a b-hulldmok esetében megegyeztek: a kezeletlen ZDF allatok
szignifikdnsan alacsonyabb amplitddot produkaltak, mint az egészséges
(sovany) allatok (az a-hullamok esetében ez 23,32 + 0,4277 vs. 62,09 £ 0,4621,
a ZDF és a sovany csoportokra nézve, a b-hullamok esetében ez 68,07 £ 0,9519
vs. 198,4 £ 0,7796 volt a ZDF és a sovany csoportokra nézve; p < 0,0001
mindkeét 6sszehasonlitasban), mig a BGP-vel kezelt ZDF allatok szignifikansan
magasabb amplitidét produkaltak mint a kezeletlen ZDF csoport (40,88 +
0,5149 az a-hullamok és 131,3 £ 1,408 a b-hullamok esetén a BGP-vel kezelt
ZDF éllatoknal; mindkét Osszehasonlitdsban a megfeleld kezeletlen ZDF-

értékekkel p < 0,0001).
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3.2.4. Western Blot eredmények
Western blot mérések szerint szignifikans kiilonbségek voltak megfigyelhetok
a h6sokk-fehérje 70 (HSP70) és a nuklearis faktor kappa B (NFKB) expresszios

szintjei kozott a kilonbozo allatcsoportokban.

A HSP70 értékek esetén e fehérje fokozott expresszidja figyelhetd meg az
egészseges (sovany) allatokhoz képest mind a kezeletlen, mind a BGP-vel
kezelt ZDF allatokban (0,7402 £ 0,0087 és 0,9059 + 0,0621 vs. 0,3250 + 0,0184
a ZDF és BGP vs sovany csoportokra nézve, illetve p < 0,0001 mindket
dsszehasonlitdsban). A BGP-15 kezelés tovabb novelte a HSP70 expressziojat,
ami szintén szignifikansnak bizonyult a kezeletlen ZDF csoport atlagertékéhez
képest (p < 0,05).

Hasonloképpen, az NFkB expresszidja mindkét diabéteszes
allatcsoportban emelkedett; ez a kiilonbség azonban csak a ZDF vs. sovany
dsszehasonlitas esetén volt szignifikans (0,318 + 0,0211 vs. 0,0933 + 0,0210, p
<0,001), a BGP vs. sovany dsszehasonlitasban nem (0,1735 £ 0,0435 vs. 0,0,33
vs. 0,0,9). A BGP-kezelés szignifikansan csokkentette az NFkB expressziot a
kezeletlen ZDF csoporthoz képest (p < 0,05).

4. Megbeszélés

A cukorbetegség szemet érintd szovodményei gyakran a legstulyosabb
szemeszeti kovetkezmenyekkel jarnak, mint példaul a latas romlésa vagy akar
elvesztése. Ahogy a diabetes mellitus incidencidja emelkedik, Ggy nd a
diabéteszes retinopétia prevalenciaja is. A diabéteszes retinopatia jelent6ségét
tovabb hangsulyozza, hogy ez a vaksag egyik leggyakoribb oka a vilagon. Ezért
elsddleges fontossdgi olyan ) farmakologiai szerek felfedezése, amelyek
képesek ellensulyozni, vagy legalabb enyhiteni vagy késleltetni a
cukorbetegseg karosito hatésait. Bar a szigora glikémias kontroll csokkentheti

¢s elodazhatja a szovodményeket, sajnos még a jelenlegi antidiabetikus
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gyogyszerek sem képesek hatékonyan megakadalyozni a retinakarosodas
kialakulasat: megfelel6 kezelés ellenére is a diabéteszes retinopatia hosszu,
cukorbetegségben toltott 1d6 utdn, amit tovabb stlyosbit az életkor és a
tarsbetegsegek, mint példaul a hiperlipidémia.

Munkacsoportunk kutatdsa a kiilonbozé hatéanyagok komplex
farmakodinamias sziirésére iranyul beteg allatmodellekben, melynek célja,
hogy uj, feltorekvd gyogyszerjelolteket taldljunk a késébbi human
gyogyszerfejleszteshez. Kutatomunkank egyik aspektusa a cukorbetegség
szemmel Osszefliggd szovodményeinek vizsgdlata elektroretinografis
mérésekkel, szem el6tt tartva a lehetséges human transzlacids lehetdségeket.
Eppen ezért elsé kisérletinkben fel kivantuk mérni a BGP-15, egy
hidroxdmsav-szarmazek lehetséges retinoprotektiv hatasait diabéteszes
korilmények  kozott és  oOssze  akartuk  hasonlitani  jol  ismert
antidiabetikumokkal, mint a glibenklamid, a metformin és a pioglitazon.
Ugyanakkor kulcsfontossagu volt egy hosszl tava diabéteszes Kkisérlet
megtervezése is, hogy a legjobban modellezzilk a cukorbetegségben eltdltott
hosszu id6t. Masodik kisérletiinkben hosszu tavon kivantuk megfigyelni a BGP
hatasait.

A Goto-Kakizaki (GK) patkény egy spontan diabéteszes, nem elhizott
allatmodell a Il-es tipust diabétesz és kdvetkezményeinek, mint példaul a
retinopatia kutatasara. Igy, els6 kisérletiinkben, a GK patkanyok sokkal kevéshé
kifejezett testsuly-gyarapodast produkaltak egészséges kontrol Wistar
tarsaikhoz képest, utobbiak sulya szignifikdnsan megndtt a kisérlet ideje alatt.
Szignifikans kulénbségek voltak azonban az egyes GK-csoportok kézott: a
pioglitazon, habar széleskdrben hasznalt antidiabetikum, ugy tiint hajlamossa
teszi az é&llatokat az elhizasra. A szakirodalom ismeretében ez eléggé
ellentmondé&sos, hiszen a pioglitazon egyre ink&bb elfogadott nem-alkoholos
zsirmaj kezelésében mind diabéteszes, mind nem-diabéteszes betegeknél,

jollehet més forrasok is megemlitik a hizast, mint gyogyszeres mellékhatast.

21



Kisérletiinkben a BGP-csoport nem kuldnb6zott szignifikdnsan testsuly-
gyarapodas tekintetében a tébbi GK csoporttol.

Az elsé kisérletiinkben a vércukor szintek merése — amely barmely
diabéteszes vizsgalat szokasos része — 0j informéciokkal nem szolgalt az
alkalmazott hatéanyagokrol. Némi fluktuacié megfigyelhetd volt ugyan, de a
szakirodalomnak illetve az allatmodell forgalmazojanak (Charles River) adatai
szerint ez normalis volt. Habar a Kisérlet egész ideje alatt a BGP-kezelt allatok
vercukorszintjének valtozasa szignifikansan alacsony volt, a BGP nem tudott
olyan alacsony végponti éhomi vércukorszintet elérni, mint példaul a
pioglitazon, ugyanakkor 6sszevetheté volt a metforminéval, ami ll-es tipusu
cukorbetegség esetén elséként valasztando kezelés.

Hasonloképpen elsé kisérletink OGTT eredményei is megerdsitették a
hasznalt allatmodellinket — mivelhogy a World Health Organization (WHO)
szerint barmely 120-perces OGTT eredmény, ami 11,1 mmol/liter vércukor
feletti, az diabétesz mellitust jelent. Ugyanakkor eldszor mutattuk be, hogy a
BGP-15 OGTT-re kifejtett hatdsa dsszevethetd jol ismert antidiabetikumokkal.
Utébbiak eredményei egybevagnak masok munkajaval: hasonlé mérések
talalhatok a szakirodalomban metformin, pioglitazon és gliklazid, egy masik
szulfanilurea, vonatkozésaban csak 11-es tipusu diabéteszes emberi betegeken.

A HEGC protokoll alatt, a plazma inzulin szintek esetén a BGP-15
szignifikansan alacsony ertéket tudott elérni a Goto kontrollhoz viszonyitva:
minel kevesebb inzulin kell egy 5.5mmol/L korili allando plazma glikoz szint
fenntartdsahoz, annal kevésbé inzulin-rezisztens egy allat. Ez teljesen egybevag
a szarmaztatott idexekkel is, mint amilyen peldaul az inzulin szenzitivitasi
index. Eredményeink el6szor demonstraljak, hogy egy 12 hetes BGP-15 kezelés
képes javitani az inzulin érzékenységet spontan diabéteszes patkanyokban
olyan ismert antidiabetikumokkal 0&sszevetheté mértékben, mint a
glibenklamid, metformin és a pioglitazon. Utdbbi hatdéanyagok eredmeényei

hasonlitanak a tudomanyos irodalomban fellelhetékhoz.
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Egy fontos Ujdonsag elso kisérletiinkben annak bemutatasa, hogy a BGP-
15 képes ellensulyozni a ll-es tipust diabétesz retinalis funkciét karositd
hatésait spontdn diabéteszes GK patkanyokban, mely hatas Osszevethetd a
pioglitazon és metformin kezeléssel. Osszehasonlitasként a tudomanyos
szakirodalommal: elektroretinografias Kisérleteket vegeztek mar korabban
zsirdus tappal eldidézett diabéteszes egér modellen, jollehet azok a kutatok nem
tudtak a metformin-kezelés altal kivaltott retinoprotektiv hatast igazolni. Mas
volt a helyzet viszont a pioglitazonnal, amirdl beigazolddott, hogy megeldzi a
gliasejt-apoptozist glaukémas patkany modellen, melyben az iszkémia-
reperfizios (I/R) kéarosodast magas intraokularis nyomassal valtottak ki: itt a
pioglitazon enyhitette az I/R okozta ERG és VEP (vizuélis kivaltott (evoked)
potencial)  hulldmok  csokkenesét. A glibenklamidot  iszkémias
prekondicionalassal egyitt probaltak ki, mely modszerrél ismert, hogy
csokkenti az iszkémiés karosodasokat a retinaban: abban a kisérletben a
glibenklamid jelentds mértékben hatékonyabb volt a prekondicionélast
megelézéen alkalmazva intraokularisan. Hasonloképpen, elsé kisérletuinkben
minden kezelést még azel6tt alkalmaztunk, miel6tt kialakult volna a diabéteszes
iszkémia — a diabétesz mikrocirkulécidt karositdé hatdsa, mely a diabéteszes
retinopatia szinte minden diagnosztikus tlinetéért felelds. Az ilyen megel6zo
intézkedések egy jovobeni BGP-15 kezeléssel — e retinoprotektiv gydgyszer
cukorbetegségre hajlamos betegeknek torténd beadasaval — ellensulyozhatjak a
diabéteszes retinopatia miatti diabéteszes lataszavarok kialakulasat.

Els6 kisérletinkben a BGP-15 és a pioglitazon képes volt magasabb
elektroretinogréafias hullamokat generdlni, mint az egeszséges Wistar
patkanyok, ami egy meglepd eredmény, de nem lehetetlen. A kisebb ERG
hullamok egy lehetséges oka a mélyebb altalanos anesztézia, ami az egészseges
Wistarok esetén eléfordulhatott: a nagyobb testtdmegik miatt a Wistarok
nagyobb mennyiségli altalanos érzéstelenitét kaptak (ketamin/xylazin

100/10mg/ttkg), es azt figyeltik meg, hogy - feltehetben a nagyobb
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zsirmennyisegik miatt — ezek az allatok lassabban ébredtek fel az altatasbal,
mint a GK patkanyok. Ezen tilmenden van egy kevés esély arra is, hogy a BGP-
15 és a pioglitazon esetleg erzékenyiti a retindt a fényre egy ismeretlen
mechanizmussal. Ez tovabbi, jovdbeli kisérleti lehetdségeket vet fol.

A BGP-15 retinoprotektiv hatasanak mechanizmusa elsé kisérletiink
western blot eredményei alapjan korvonalazodni kezdett: a BGP képes
megvaltoztatni a sirtuin 1 és a matrix metalloproteinaz 9 enzimek expresszidjat
ezzel enyhitve a diabéteszes retinopétia tuneteit. Ez a két fehérje egy kozos
utvonalhoz kapcsolodik kordbbi tudomanyos kutatasok alapjan: a SIRT1
deacetilal és ezaltal gatol olyan fehérje komplexeket — melyek pl. a poli-ADP-
ribdz-polimeraz 1-et (PARP1), a kappa B nuklearis faktort (nfkB) és az
aktivator protein 1-et (AP1) foglaljak magukba — melyek tdbbek kdzott az
MMP9 transzkripcidjat inicialnak a retinaban. Viszont diabéteszben a SIRT1
expresszioja ¢s aktivitasa is gatlodik, igy a gatlas gatldsa miatt az elébb emlitett
transzkripciés faktorok serkentik az MMP9 szintézisét. Ez tulzott
transzaktivaciohoz és az MMP9 kdvetkezményes felhalmozddasahoz vezet meg
a mitokondriumban is kéarositva a mitokondridlis membrant, mely
kdvetkeztében citokrom c szabadul ki a citoszdlba és apoptozis aktivalodik.

Els6 kisérletinkben a Wistar allatok SIRT1 szintje szokatlanul alacsony,
latsz6lag még a Goto kontrol csoporténdl is alacsonyabb, jéllehet a kiillénbség
nem erte el a statisztikai szignifikancia szintjet. Méas tudomanyos cikkek szerint,
a kaloriakorlatozas noveli a SIRT1 koncentraciot, mig ezzel ellentétben a
talsaly és az obezitds SIRT1 down-regulacioval jar, ez lehetett az oka a mi
Kisérletlinkben a szokasosnal alacsonyabb SIRT1 expresszionak a Wistar
patkdnyok esetén, melyek jelentds testsulygyarapodast produkaltak a kisérlet
Ideje alatt.

Els6 kisérletiink eredmeényei szerint a BGP-15 ellensulyozhatja a fentebb
emlitett mitokondrialis karosoddshoz vezetd eseményeket, mivel képes

jelentésen novelni a SIRT1 expressziot, még olyan anti-diabetikumoknal is
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jobban, mint a glibenklamid, a pioglitazon vagy a metformin. A tudomanyos
szakirodalommal valé koénnyebb 0Osszehasonlithatésag érdekében: korabbi
eredmények szerint a metformin képes emelni a SIRT1 szintjét a retindban. A
glibenklamid esetén viszont legjobb tudomésunk szerint ez az elsé alkalom,
hogy SIRT1-emel6 hatast demonstralnak a szemben, jollehet erre mas, nem-
retinalis szbveteken végzett tanulmanyokbol kovetkeztetni lehetett. Els6
Kisérletiinkben a pioglitazon — vese- és maj-eredmenyekkel egybevagdan —
diabéteszes szemen is a SIRT1 expresszié emelkedését produkalta, amely
szinten Uj eredmeény.

Ezzel egyiitt, els6ként bizonyitottuk, hogy a BGP-15 képes lecsdkkenteni
az MMP9 expressziojat az egészséges kontrol szintjere. Korabban a
glibenklamidrol méar kimutattak, hogy csokkenti az MMP9 szintet, de csak
metasztatikus eml6 daganatban és agyban. A glibenklamid diabéteszes szemben
kifejtett, MMP9-csokkentd hatasaval kapcsolatos eredményiink Gjdonsag. A
metformin bizonyitottan csokkenti az MMP9 szintézist szamos kiilonbozo
betegségben, példaul inzulinrezisztens cukorbetegsegben , mellrdkban
gerincvelbsériilésben stb., de eddig egyetlen tudomanyos cikk sem bizonyitotta
ezt a hatast diabéteszes allatok szemében, mint mi els6 kisérletiinkben. Ugyanez
vonatkozik a pioglitazonra is: kimutattdk, hogy a pioglitazon csokkenti az
MMP9 szintjét egér peritonealis makrofagokban , tiid6 és emldrak sejtekben,
valamint az ateroszklerotikus nyudlmodell széruméban. A tudomanyos
szakirodalomban azonban még nincs emlités arrdl, hogy a szer csokkenti az
MMP9 expresszitjat a szemben. igy a BGP-15 hatékonysaganak bizonyitasa
mellett Uj tényeket allapitottunk meg harom jol ismert cukorbetegség elleni
szerrOl, amelyekre a kordbbi eredményekbdl ugyan kovetkeztetni lehetett, de
amelyeket még senki nem irt le diabéteszes szemben.

Egy masik kutatocsoport legutdbbi, a BGP-15-r61 sz6lo cikke arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a BGP védi a mitokondriumokat, ami teljes

mértékben 6sszhangban van az itt bemutatott eredményeinkkel. Bar a fent
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emlitett cikkben a BGP-t az acetaminofen altal kivaltott hepatotoxicitasban
alkalmaztik €és a hatdsmechanizmus utvonala (a JNK aktivacié megeldzése €s
az autofagia markerek csokkentése) is eltér a miénktdl, de lehetséges, hogy
Osszefliggés van az eredményeink k6zott a kovetkezok szerint.

Cukorbetegség esetén a szubklinikai ischaemia feltételezhetéen fontos
szerepet jatszik a retina neurodegeneraciojaban, raadasul ez a neurodegeneracio
jelen van teljesen kialakult diabéteszes retinopatia nélkiil is, s6t még a jo
anyagcserekontrollal rendelkez6, jol karbantartott betegeknél is. Az oxidativ
stressz Onmagaban képes aktivalni a c-Jun amino-terminélis kindz (IJNK)
mitogén-aktivalt fehérje (MAP) kindz Gtvonalat, amely — a mitokondrialis kiilsé
(outer) membran permabilizacio (MOMP) fokozasaval és mitokondrialis
permeabilitasi atmeneti porusainak (MPTP) kialakulasaval — a mitokondrialis
membran kérosodasahoz vezet, amely proapoptotikus mediatorokat és talan
MMP9-et enged ki. Ez utobbi enzimnek nagy jelentdsége van a diabéteszes
retinopatia kialakulasaban, a retindlis mitokondriumok karosodasa és az
oxidativ stressz pedig egyarant bizonyitottan jelen vannak a diabéteszes
retinaban , igy a két utnak kereszteznie kell egymast.

Valb6jaban az MMP9 lehet a kapcsolat: mig a cukorbetegségben az
MMP9 tulzottan expresszalodik a SIRT1-hiany miatt , vannak olyan
eredmények is, amelyek megerdsitik az MMP9 aktivalasat a diabéteszes
retinaban egy U.n. extracellularis szignal-szabalyozott kinaz (ERK) MAP kinaz
utvonal altal. Igy a felhalmozott és aktivalt MMP9 Kkarositja a mitokondrialis
membréant , ami ugyanaz az eredmény, mint a JNK MAP kindz utvonal
esetében, amelyet a BGP-15 képes gatolni. Azonban kisérleteinkben az MMP9
aktivitasat nem mértik, ami a vizsgalatok egyik hianyossaga. Tovabbi
Kisérletekre van sziikség a BGP és az ERK MAP kindz utvonal kozotti
lehetséges kolcsonhatasok felméréséhez is, hogy a szer képes-e géatolni az
MMP9-aktivaciot.

Mindent egybevetve, ha értékelni akarjuk az elsé kisérletiink 6sszes
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eredményét, arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a BGP-15, a pioglitazon és
a metformin nem ugyanazt a hatasmechanizmust hasznéalja. Bar a pioglitazon
hatdsa a SIRT1 novelésében csak egy nem szignifikans tendencia, a metformin
pedig egyaltaldn nem noveli azt, ezzel szemben mindkét anyag sokkal erésebb
MMP9-csokkenté hatast mutatott, mint a BGP-15. Mindazonaltal, bar a
metformin csokkenti az MMP9 szintjét, funkcionalisan meg igy is rosszabbul
teljesitett, mint a pioglitazon és a BGP-15. Az, hogy els6 vizsgalatunkban a
metformin nem volt képes a GK allatok vércukorszintjének erételjes
csOkkentésere  kapcsolatban allhat a funkciéban mutatott  Kisebb
hatékonysagaval, bar az ERG mérések alapjan még igy is ndvelte a retina
funkciojat, és jonak bizonyult az MMP9 csokkentéseben is. A BGP-15 esetében
a vercukorszint-csokkentés valdszintileg nem jarul hozza funkcionalis
hatasahoz, bar a gliikozcsokkentd hatdsa Osszevethetd volt a metforminéval.
Nyilvanvald, hogy ezek a szerek kiillonb6z6 modon vesznek részt a kiilonb6zo
hatdsmechanizmusokban, igy kiilonb6z6 utakon keresztiil hathatnak: a
glibenklamid a fent emlitett sszehasonlitdsok egyikében sem volt kiemelkedd;
a metformin volt a legjobb az MMP9 cs6kkentésében, és kissé jo volt a funkcio
novelésében és a vércukorszint csokkentéseben, de nem valtoztatta meg a
SIRT1 szintet; a pioglitazonrol kimutattuk, hogy legjobb az MMP9- és a
vercukorszint-csokkentésben, valamint a retina miikodésének javitasaban, de a
SIRT1 névelésében nem; elsé kisérletiinkben a BGP-15 bizonyult a legjobbnak
a SIRT1 novelésében és a retinalis funkcid javitasaban, tovabba jo volt a

vércukorszint és az MMP9 csokkentésében.

Maésodik kisérletiink egyik legfontosabb eredménye a BGP-vel kezelt
allatok tulélése a 12 honap alatt. Kevés olyan vizsgéalat szlletett, amely hosszl
ideig, példaul 9 honapig operalt ZDF patkanyokkal a diabéteszes retinopatiaval
kapcsolatos egyéb cikkekben, de ezekben periférias vérparamétereket mértek

vagy szovettani elemzéseket végeztek. A kardiovaszkularis funkciot es a
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kdzponti idegrendszer fehérje valtozasait , valamint az endothel diszfunkciét
elemezték mar 12 honapos ZDF allatokon, ill. vesemiikodést vizsgaltak mar 12
honapos ZDFxSHHF hibrid patkanyokon , de tudomasunk szerint olyan cikk
nincs, amely olyan cukorbeteg ZDF patkanyok retinafunkciojarol tartalmazna
informéaciokat amelyek egy egész éven, tehat 52 héten at voltak diabetesesek.
Hasonloképpen, az eddig publikalt leghosszabb BGP-kezelés 12 hét (3 honap)
volt izomdisztréfia modell eseten , illetve elsé kisérletiinkben GK patkanyokon.
Legjobb tudoméasunk szerint ilyen hosszi BGP-kezelésr6l masodik
kisérletiinket megel6z6en nem publikaltak. Nem példa nélkili, hogy egy
gyogyszeres kezelés meghosszabbithatja a talélést egy beteg allatmodellben ;
jollehet masodik kiserletlinkb6l sziiletett az elsé olyan publikacio, amely egy
ilyen hatékony, hosszu tavi BGP-kezelés eredmenyeit tartalmazza egy 52 hétig
fenntartott I1-es tipusu diabéteszes allatmodellben, ZDF patkanyokban.

OGTT eredményeink alapjan a BGP nem valdszinii, hogy a fent emlitett
prevenciot a glik6z homeosztazis rendezésével fejti ki; bar masodik
kisérletiinkben mutattunk ki néhany szignifikans kilonbséget, ehelyett a hatas
az oxidativ stresszel lehet valamilyen 6sszefliggésben. A cukorbetegség, meg a
I1-es tipust cukorbetegség is, magasabb mortalitasi kockazattal jar |,
valdsziniileg a kisérd oxidativ stressz miatt , amely bizonyitottan az egyik oka
a cukorbetegség makro- és mikrocirkulacios szovédményeinek. Bar jelenleg
keves informécionk van a BGP-15 pontos hatasmechanizmusardl, nagyon
beszédes az az eredmény, hogy a cukorbetegségben elt6ltétt 12 honap alatt
egyetlen BGP-vel kezelt allat sem pusztult el.

A retina mikodése elektromos jeleket produkdl, amelyek
cukorbetegségben a mikrokeringési problémak miatt gyengiilnek. igy a BGP-
15 masodik kisérletlink elektroretinografiai eredményeiben lathatd hatésa
Osszefliggésbe hozhato az ilyen mikrokeringési szovédmények csokkenésével.
Kisérletlink figyelemremélto ujdonsaga, hogy a BGP-15 képes ellenstlyozni a

hosszu tavu cukorbetegség ZDF patkanyok retinajanak miikodésére gyakorolt
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karos hatasat. Ilyen retinaprotekcid cukorbetegségben altalaban neuropeptidek,
trofikus faktorok, antioxidansok, vagy gyulladasgatlo hatasu szerek esetében
tapasztalhatd. Bar a BGP nem neuropeptid, és nem is trofikus faktor, bizonyos
antioxidans vagy gyulladascsokkentd tulajdonsagokat fejthet ki a retindn, amint
azt korabban nem retinélis sejtvonalakon le is irtdk mar. A BGP hatasainak
hatterében kiilonb6z6 effektormolekulakrdl szamoltak mar be, ideértve példaul
a HSP70-et rekeszizom-sejtekben , a hiszton-deacetilazokat egér endotelialis
fibroblaszt sejtjekben , a RAC-alfa szerin/treonin-protein kinazt (ATK)
szivizomsejtekben , vagy a Sirtuin 1-et (SIRT1) teljes szem homogenizatum
szemsejtjeiben (elso kisérletiink). Masrészt a BGP-15 gatolja a poli-ADP-ribdz-
polimeraz 1-et (PARP1) a szivizomban és a c-Jun N-terminélis kindz (JNK)
utvonalat , illetve csokkenti az MMP9 expressziojat (els6 kisérletiink). Ezek a
molekularis célpontok gyulladasos és ischaemias kaszkadok részei, és
diabéteszes szemekben is eléfordulnak, amelyek alapjan masodik
kisérletinkben a HSP70 és az NFkB szerepét vizsgaltuk a BGP funkcionalis
retinoprotektiv hatasaban.

Kisérleti eredményeink el6szor mutatjak be, hogy a BGP-15 képes
novelni a HSP70 expressziojat ZDF patkanyok szemében. A hetven kDa-0s
hésokk fehérjék (HSP70) mindeniitt jelenlévd chaperon molekuldk, amely
tamogatjak szamos fehérje megfelel6 “folding”-jat (feltekeredeseét;
harmadlagos €s negyedleges térszerkezetének kialakuldsat), gatoljak
aggregaciojat, és szikség esetén segitik eltavolitasat. A HSP70 feherjék
bizonyitottan védd szerepet jatszanak szdmos kozponti idegrendszeri
betegségben, amelyekben az aberrans vagy hibas feltekeredett fehérjék
aggregacioja neuronhalallal végz6dd gyulladasos folyamatokat indit el. Ennek
a neuroprotektiv hatasnak koszonhetéen felmertilt benniink a HSP70 esetleges
védo szerepe szembetegségekben is. A BGP-15-tel mar korabban is kimutatott
kapcsolat alapjan masodik Kisérletlinkben elemezetik a HSP70-et, hogy

talalunk-e szignifikdns névekedést az expresszidjaban, amely, Ugy gondoljuk,
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hozz4jarulhat a kezelés funkcionalis retinoprotektiv hatasahoz.

Az elbrehaladott glikacios végtermékek (AGE; advanced glycation
endproducts) és a kdvetkezményes fokozott oxidativ stressz és alacsony szintii
gyulladas szintén a cukorbetegség vaszkularis szovédményeinek hatterében all.
A HSP70 pedig képes gatolni ezeket a gyulladasos folyamatokat az NFkB
megkotesevel, ezaltal csokkentve az NFkB-indukalt iNOS expresszidt és igy
csokkentve a reaktiv oxigéngyokok (ROS) és peroxinitritek képzddését. Ezen
tul a HSP70 gétolja az NFkB ¢és a tumor nekrdzis faktor alfa (TNFa) aktivacidjat
és transzlok&ciojat is. Ez volt az oka annak, hogy ez a nuklearis faktor is
vizsgalatunk célpontjava valt. Masodik kisérletiinkben kapott Western blot
eredményeink szerint a BGP-15 képes csokkenteni az NFkB expressziojat ZDF
patkanyok diabéteszes szemében, ami egy Uj eredmény. Ez 6sszhangban van
kordbbi, SIRT1-gyel kapcsolatos megéllapitasainkkal (elsé kisérletiink): a
SIRT1 fiziologidsan inaktivdlja az NFkB-t és a PARPl-et; azonban
cukorbetegségben a SIRT1 expresszidja lecsokken, ami a diabéteszes szemben
karos gének tulzott transzaktivalasahoz vezet, mint amilyen az MMP9, amely
enzimrdl ismert, hogy részt vesz diabéteszes retinopatiaban a mitokondrialis
karosodasok kialakulasadban. Kordbban kimutattak, hogy az NFkB-fiiggd
gyulladas az endotelialis inzulinrezisztencia fontos kivalté oka, és ennek a
fehérjének a gatlasa javitja az inzulin transzdukcios kaszkadjat, és
meghosszabbitja az egerek élettartamat. A mi Kkisérleteinkhez hasonldan
karotinoidokrol bizonyitottak méar, hogy jotékony hatast gyakorolnak a
diabéteszes retinopatia kialakulésara azéltal, hogy hatékonyan csokkentik az
NFkB szintet streptozocin-kivaltotta diabéteszes patkanymodell szemében.

Meglehetésen altalanos megkozelités, hogy a HSP70 expresszidja
cellularis stresszben indukalddik, mely helyett a legfrissebb cikkek kulon
tanulmanyozzak az extra- és intracellularis HSP70-et (eHSP72 és iHSP72). Az
eldbbi a 70kDa-os hdsokkfehérje-csalad gyulladast eldsegitd, utdbbi pedig
gyulladasgatlo indukalhato formaja. Igy az osszkép Osszetettebb, és mivel a

30



HSP70 és az NFKB hatnak egymasra, amint azt az el6z6 bekezdésekben
emlitettik, ezek egybevont targyalasara van szilkseg. Cukorbetegségben, bar az
iHSP72 szintje csokken, az eHSP72 szintje n6. Hipotezisunk az, hogy ezeknek
a valtozasoknak az 6sszegzodése masodik Kiserletlinkben a diabéteszes ZDF
allatok 6ssz-HSP70 szintjének emelkedéseként jelenik meg. Masok
bebizonyitottak, hogy a cukorbetegségben eltoltdtt hosszabb 1d6 jobban
megemeli az eHSP72-t, mint a révidebb id6 , és hogy az iHSP72 szint
cukorbetegsegben — kezelés nélkil — csokken , tovabba az is ismert, hogy az
iHSP72 gyulladascsokkentd hatasat foként az NFkB-gatlas kozvetiti. Igy
feltehetben ezek az okai annak, hogy masodik, hosszu kisérletiinkben az 6ssz-
HSP70 szint is magas (az egészseges csoporthoz képest), valamint az NFkB
szint is szintén magas a kezeletlen ZDF csoportban. Hipotézisink az, hogy
kdzvetve bebizonyitottuk, hogy a HSP70 ezen magas szintje a megnovekedett
eHSP72-nek koszonhetd, amit megerdsit a magas NFkB eredménytink, az 6ssz-
HSP szint feltételezhet6en magas e/i ardnyat mutatva. Emiatt néhany tanulmany
egy un. H-index (e/i arany) bevezetéset is javasolta. A BGP-vel kezelt allatok
szintén cukorbeteg, ZDF patkanyok, igy feltehetéen ugyanolyan magas
eHSP70-szinttel rendelkeznek, egy kulonbséggel. Itt még magasabb 6ssz-
HSP70 szintet latunk, s6t, ezzel parhuzamosan csokkent NFkB szint is
megfigyelhetd, és amint mar emlitettiik, az iIHSP72 gyulladascsokkentd hatasat
igazoltan els6sorban az NFkB-gatlas kozvetiti. Mivel az NFkB szintek
szignifik&nsan csokkentek, ugyanakkor a teljes HSP70 szint emelkedett a BGP-
vel kezelt csoportunkban a kezeletlen ZDF allatokhoz képest, ugy gondoljuk,
hogy ez az 6ssz-HSP70 novekedés feltehetben az NFkB-csokkentd, protektiv
iHSP72 szint novekedésének koszonhetd. Masodik hipotézisiink tehat az, hogy
kdzvetve bebizonyitottuk, hogy a BGP-15 megemeli a jotékony hatast iHSP72
szintjét, ami aztan az e/i aranyt az iHSP72 felé tolja el, mivel képes volt
csokkenteni az NFkB szintjét, ami az iHSP72-re jellemz6. Masodik

kisérletlinkben ezen két, egymast erdsitd hipotézisiink felallitasat az tette
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lehetdvé, hogy a fehérjéket nem elkiilonitett retindbol, hanem teljes
szemgolyomintakbol izolaltuk, amint azt mas tanulmanyokban is latni. Egyrészt
a teljes szemgoly¢ ereket is tartalmaz — ami az eHSP72 ésszerti és f6 lelohelye
, mivel a vér is extracellularis —, méasrészt a diabéteszes retinopétiara jellemz6
fokozott érpermeabilitas tovabb ndveli az eHSP intersticialis megjelenését
teljes szem homogenizatumban, hozzajarulva a magas 0ssz-HSP70 szinthez a
Kisérletlink kezeletlen ZDF csoportjaban. Ezenkiviil a vaszkularis permeabilitas
a hiperglikémia és gyulladas miatti NFKB aktivacid kovetkezménye is. Masodik
kisérletiinkben pedig, ahol a BGP kezelés csokkentette az NFKB szintjet,
feltehetben az érpermeabilitast is csokkentette, igy az eHSP72 hozzajarulasa a
meért 6ssz-HSP70 szinthez vélhetéen szintén csokkent, tovabb erdsitve azt a
hipotézislinket, hogy a teljes HSP70 ndvekedése a kezelt allatokban a jotékony
iIHSP72 szint ndvekedésének a kovetkezménye. Vizsgalatunk korlatja, hogy
nem meértik kulon az eHSP72-t és az iIHSP72-t, ami azt jelenti, hogy pontos
aranyuk nem hatarozhatdé meg. igy nem zarhato ki, hogy a BGP-15 az iHSP
novelése mellett az eHSP-t is csokkenthette, mely esetben az e/i ardny még
eldnyosebbé valhatott a BGP altal. Ezért a jovOben az atfogobb megértés
elOsegitése érdekében sziikségesnek tartjuk a retina izoldlasat az iHSP72
méréshez és az eHSP72 vérbdl torténd kiillon mérését, hogy tovabb erdsitsiik
hipotézislinket, miszerint a BGP-15 képes eltolni az eHSP72/iHSP72 aranyat

elényds modon, az iHSP72 javara.

5. Osszefoglalas

A kutatomunkaban célul tiiztiik Ki a retinafunkcid mérésére szolgalo
elektroretinogréafia alkalmazéasat. Ezzel a modszerrel elsé kisérletiinkben
sikerrel igazoltuk, hogy a mitokondrium-védoé SIRT1 expresszio emelésével és
egyidejlileg a mitokondrium-karosito MMP9 expresszidjanak csdkkentésével a

diabéteszes szemben a BGP-15 képes ellensulyozni a cukorbetegség
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retinafunkcio-karosito hatasat.

Masodik kisérletiink végsé kovetkeztetéseként pedig levonhatd, hogy a
BGP-15 nemcsak hogy nem karos hossz( tavon, hanem képes csokkenteni a
cukorbetegség sulyos kdvetkezményeit és egyben a mortalitast is. Ujabb és
ujabb molekularis célpontjainak azonositasaval kézelebb keriliink e specidlis
szer hatdsmechanizmuséanak megertésehez: az NFkB expresszidjanak gatlasa es
a HSP70 megnodvekedett szintje a szemben egyarant hozzajarul funkcionalis
retinoprotektiv hatasadhoz. Osszefoglalva, a BGP-15, ez a feltorekvd
hidroximsav-szarmazek  kivalo  jelolt a  jovObeni  antidiabetikus
gyogyszerfejlesztéshez, mint potencialis gydgyszer a cukorbetegség kéaros
kovetkezmenyei, példaul a diabéteszes retinopatia ellen, mivel kepes
ellensulyozni a retina cukorbetegségben elt61tott hosszu id6 miatti funkcionalis

karosodasat.
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