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1. BEVEZETES

Az elhizas az anyagcsere-folyamatokban bekovétkaltozas, amely
soran az emberi testben olyan mennyiségirszovet halmozédik fel,
amely szamos megbetegedéshez vezethet, csokkenhatar
élettartammal, valamint megndévekedett mortalitAssabul (Haslam,
2005). Az elhizads napjaink tarsadalmanak igen nlabgwast jelend
problémaja. Vilagszerte 1,7 milliard ember sulydsabkelleténél, és az
elhizas prevalenciaja folyamatosa# napjainkban mar a fiatal féttek
eés a gyerekek korében is igen elterjedt (Deitelp320 Az elhizas
definialasaban a testtomeg-index (BMI, body massexh nyujt
segitséget, amelyet a kilogrammban mért suly és éseriven mért
magassag négyzetének hanyadosa ad meg. Tulsulytsdnathet az a
felnétt, akinek BMI értéke 25 és 29,9 kozott van, mikgizdsrol 30-nal
nagyobb BMI esetén beszélhetiink. Egy nemrégibetseiltt széleskdr
tanulmany alapjan az Amerikai Egyesilt Allamokban elhizottak
aranya 33,8 %-nak bizonyult (Flegal, 2010).6Efs megddbbersbb
tény, hogy az amerikai tarsadalomban 68 % a tlisaly és az elhizottak
egyuttes (BMI nagyobb, mint 25) aranya (Flegal, @OEgy nemrégiben
kozolt tanulmany alapjan Magyarorszagon az elhdakoftranya a férfiak
kéréeben 11,6 %, mig ack korében 18,3 %-nak bizonyult(Devaux,
2011). Még riasztobb adat, hogy Eurdpaszerte 20a %udhatdé a
fiatalkoriak kérében az elhizottak és a tulsulyosainya (van Stralen,
2011).

Jol ismert, hogy az elhizas megnovekedett szivésmami
morbiditassal és mortalitassal tarsul (Calle, 19B@xrode, 1998), és
hogy a tulsuly a magas vérnyomas, a koronaria sigséeg és az angina
pectoris kialakulasanak megnévekedett kockazagavgWwilson, 2002).

Az is altaldnosan elfogadott tény, hogy a hossaigidennallé elhizas
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talajan a koronaria nagyerekben atheroszklerézakual ki, amely
nagymeértékben hozzajarul a kardiovaszkularis mtagahovekedéséhez.
Ujabb vizsgalatok azt is kimutattak, hogy az elbis@ran mar a nagy
erek atheroszklerozisa ol elvaltozasok jelennek meg a mikroerek
szintjében, azonban mindezidaig nem tisztazott eh&iitozasok pontos
mibenléte, illetve kialakulasuk mechanizmusa.

A rezisztencia erek sajatossaga, hogy bizonyosaélestimulusokra
dilatacioval illetve konstrikcioval reagalnak, dahlbiztositva a valtozo
metabolikus igényeknek megfaleVérellatast illetve kialakitva az erek
periférias  ellendllasat, amely a szisztémas vérdgomegyik
legmeghatarozobb tény@ge (Koller, 2002). Ismert, hogy a mikroerek
atmébBjének befolyasolasaban fontos szerepet jatszarmakfalyyamatok,
amelyek kulénbdZ vazoaktiv anyagok lokalis, illetve szisztémas
felszabaditasan keresztul fejtik ki hatdsukat. Aroerek atmeéijének
szabalyzdsaban mindezek mellett kiemefleedfontos szereppel birnak
az érfali simaizom és az endothel altal kozvetitdyamatok.

Korabbi vizsgalatok kisérletes eredménnyel szohgdalarrdl, hogy
magas vérnyomasbetegség illetve diabetes melliamnalldsa soran
karosodik a mikroerek simaizom és endothel altatliale vazomotor
mikodése (Bagi, 2003; Koller, 1994). Meglebstn kevés bizonyiték all
rendelkezésiinkre azonban azzal kapcsolatban, hogyah is alakul a
mikroér niikddés elhizas soran, kiulonds tekintettel az &lsadvetek

mikrokeringésében fennallé potencidlis kilonbségekr

Mindezek alapjan tudomanyos kutatasaim soran dobiat®lkitizéseket

fogalmaztam meg.

1. Az elhizas allatmodelljében megvizsgaljam a sdencia erek -

simaizom és endothel altal kozvetitette - vazomotaikodésében
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bekdvetked valtozasokat, kulénods tekintettel a vazizom ésomkaria

mikroérfunkciora.

2. Feltarjam az elhizas soran kialakuld rezisztancielvaltozasokban
szerepet jatsz0 lehetséges mechanizmusokat, tamyda@am a

hattérben all6 molekuléaris folyamatokat.

3. Tovabba, hogy megvizsgallam olyan farmakologianyagok
mikroérmikddésre gyakorolt hataséat, amelyeknek szerepe dghethizas

soran potencidlisan jelentkemikroér diszfunkcié helyreallitasaban.

Kisérleteim eredményei és az azokbodl levonhato tkézéetések
segithetnek abban, hogy vilagosabb képet kapjunkelhizas soran
jelentked mikroérrendszeri elvaltozasok mibenlétérés az azok
hatterében zajlo kérélettani folyamatok terméssétér rezisztencia erek
elvaltozasainak pontos ismeretében lébé&g nyilhat a mikroéritkodést
befolydsolo célzott terapia kidolgozasara, amelyzzhgrulhat az
elhizassal jar6 tarsbetegségek ménedéhez, gyodgyitasahoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az endothel és a simaizomsejt keringésszabalgoz
szerepe élettani kérilmények kozott

A vaszkularis endothel nem csak egy ereket béterrier, amely
kontrollalja a véralvadasi mechanizmusokat, a wéeleke s a leukocita
adhézié folyamatat, hanem fontos élettani feladatarkeringés lokalis
szabalyozésa. Az endothel kulonbdzioldgias stimulusokra értagité és
ersikito anyagok szintézisevel, felszabaditasaval valasaoklyek a
simaizomsejteken kifejtett hatasuk segitségévebdyazzak az adott
tertlet vérellatasat, a szoveti perfuziét. A mikedetovabbi sajatossaga a
szenzoros funkcid, melynek sordn az endothel memita@eptor-figd
és figgetlen mechanizmusok révén érzékeli a herapdkai
valtozasokat. A lokalis keringésszabalyozasnak olrézerepe van a
szovetek veérellatdsanak biztositdsaban, melyetrayegas valtozasa
esetén a fokozodd anyagcsere igényekhez igazilialezavéraramlas
fuggetlenné valik a vérnyomas pillanatnyi valtozégda A
mikroérmikddés szoros metabolikus igényekhez valé hangododas
endothel és az érfali simaizomsejtek szoros egyikifcése révén
valésulhat meg.

Az ép endothel szamos agonista valaszanak kivAkbasa
elengedhetetlen fontossagu (Furchgott, 1980) édlaeimeeszt vesz a

koagulacio és a fibrinolizis kozti egyensuly |étehsaban, a
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extravazacigjaban, illetve az érfal gyulladasos ydoiataiban
(Schalkwijk, 2005). Az ép endothel jelenlétében kraerek atméije
szignifikAnsan nagyobb, mint ugyanazon éren entlibetast koveien.

Ezen jelenség az endothelidlis faktorok keringsnallas kialakitasaban



jatszott szerepét bizonyitja. Az endothelium retfullkus mediatorokat is
szekretal, mint pl. nitrogén-monoxidot (NO), pr@sgtidokat,
endothelin-1-et, angiotenzin 2-t, szoveti plazmiogaktivatort, von
Willebrand faktort, adhézios molekulakat és citekiet.

Az endothelium medialta dilatacio haroné fitvonala a NO, a
prosztaciklin (PGI2) és az endothel eréddtiperpolarizalé faktor
(EDHF) altal kivaltott (1. abra).

aramlas/nyiréerd 7\|/ agonista/acetilkolin

E[;HE COX 1,2 eNOS endothel

DILATACIO simaizom

1. abra. Az endothel dependens dilatdéidifvonalai. EDHF: endothel
eredett hiperpolarizald faktor, S§ alacsony konduktanciaju kalcium
aktivalta kalium csatorna, W kozepes konduktanciaju kalcium aktivalta
kalium csatorna, BK, nagy konduktanciaju kalcium aktivalta kalium
csatorna, COX: ciklooxigenaz, PGI2: prosztacikkiNOS: endothelidlis
nitrogén monoxid szintaz, NO: nitrogén monoxid, sG&zolubilis

guanilat ciklaz, cGMP: ciklikus guanozin-monofodzfa



A NO szignéal utvonala az endothelialis NO szint&eNQS)
aktivacigjaval indul, amely L-arginin és molekukari oxigén
felnasznalasaval NO-t és L-citrullint allitéelA NO a simaizomsejtbe
nem csupan vazodilaticiot idés alle részt vesz mas, a keringés szamara
nem kevesbé jelefs folyamatok kialakitasdban: pl. a vaszkularis
simaizomsejt migracidjanak és ndvekedésének ghtasa trombocita
aggregacio és a trombozis megakadalyozasabarveilletmonocita és
makrofag adhézidé és az altaluk kivaltott gyullagddasaban (Caballero,
2003).

A prosztaglandinok k6zll a prosztaciklin az endb#ital szintetizalt
f6 vazodilatator prosztanoid, amelyet a ciklooxigenaflit el
arachidonsavbol. A prosztaciklin receptordhozé#ie a simaizomban
Gs-proteint aktival, amely az adenilat-ciklaz akéisanak fokozodasan
keresztil a cAMP szint emelkedéséhez, majd koveikeyes
vazodilataciéhoz vezet. Mikroerek esetében az¢tikzik, hogy élettani
korilmények kozétt a ciklooxigendz atvonal meglébenh kevés
szereppel bir az agonista indukalt, endotheliuneddpns dilatacio
kivaltasaban (Komaru, 2000).

Az endothel kozvetitette dilatacio harmadik Gtvonala az endothel
eredett hiperpolarizal6é faktor (EDHF) altal medialt. Az HB definicio
szefien a nem NO, nem prosztaciklin erddetndothelbdl szarmazo
vazodilatator faktor, amely vaszkularis kalium-osaék nyitasan
keresztll vezet az érfal simaizomzatanak hipergdeiojahoz (Triggle,
2004). Habar az EDHF természete mindezidaig nerntatiett, a
mikroerek atmeéijének szabalyozdsaban bet6ltott szerepe vitathatatl
Az EDHF hétterében allo jeldltek szadma szinte magdalhatatlan,

kozuluk talan a legfontosabbak az epoxieikozateeak, az



izoprosztanok, az endogén kannabinoid anandamidliam ion és a
hidrogén-peroxid (Triggle, 2004).

Az endothel mellett az érfali simaizomsejtek jats#a kiemelten
fontos szerepet a mikroérkeringésben bekovétkearvalaszok
kialakithsaban. Az endothel altal termelt vazoaktinyagok a
simaizomsejteken fejtik ki értagito illetve éik#é hatasukat. A NO
utvonal soran a NO a simaizomsejtbe diffundalvavalh célfehérjéjét, a
szolubilis guanilat ciklazt, amely cGMP termeléd&@resztil vezet a
mikroerek dilataciéjdhoz. Mig az EDHF természeténmmkoenlétét
tovabbra is homaly boritja, a kisérletes bizonyikerra utalnak, hogy a
simaizomban talalhaté nagy konduktanciaju kaliumtasak illetve az
endothel és a simaizomkdzétt fennalldé mioepithisliadap junction
struktardk kiemelt szerepet jatszanak kialakitasal®a keringd és a
lok&lisan felszabadulé vazokonstriktor hatasu aolgagnoradrenalin,
angiotenzin 2, tromboxan, endothelin) szintén a asgipmsejteken
talalhatd receptorokon keresztill fejtik ki vazoaktatasukat.

Az endothel és a simaizom 0Osszetett, egymassalttetikiddd €s
kolcsbnhatasban allé folyamatainak megbomlott eggfisa bizonyos
koralmények kozott a mikroerek koros ikddéséhez, un. mikroér
diszfunkciohoz vezethet. A mikroér diszfunkcid sortnegbomlik a
vazodilatator (NO, prosztaciklin, EDHF) és vazokaksor (Ang 2,
endothelin-1, vazokonstriktor prosztaglandinok) agok kozoétt fennallo
egyensuly, amely a vazodilatator mechanizmusokiibészséhez, illetve

kovetkezményesen a szoveti perfuzid cstkkenésamthet.

2.2 Periférias mikroerek mikodése elhizasban

A human elhizashoz igen gyakran tarsulnak olyasb&tegségek, pl.

magas vernyomas, amelyek kritikus valtozasokat hettek e a
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mikroérmikddés szempontjabdl. Altalanosan elfogadott térygyha
hosszu ideig fenndllé hipertonia talajan a betegeklvaszkularis
diszfunkcio alakul ki, amely nagy mértékben hozadjéat a fokozott
kardiovaszkularis rizik6 kialakulasahoz (Ceravol@d003; Palombo,
2000). Tobb kisérletes bizonyiték utal arra, hagglaizas soran a magas
vérnyomas betegsédgtfiggetlentl is karosodhat az endothelium altal
szabalyozott vazomotor ith6dés. Human ereken kimutattak, hogy az
elhizas soran karosodik a hiperémia kivaltotta ralkeamlasnovekedés
(Hashimoto, 1998; Vigili de Kreutzenberg, 2003)eZsaz dsszefliggés
mar elhizott gyerekek esetében is megfigyél{&tapiotis, 2006). Nem
elhizott egyénekben mar atlagosan 4,1 kg-os tgsisvkedés karositja
az aramlads indukalta dilataciot, ami visszafordithaaz emlitett
testsulygyarapodas elvesztésével (Romero-Corrall0)20 Ezek a
megfigyelések bizonyitjdk, hogy az elhizas, Kisdarsbetegségek
jelenléte nélkdl is a konduktiv erek karosodottorantor niikodésével
tarsulhat. Egy 90-es években elvégzett kisérletsbrazt is kimutatta,
hogy a periférias érellenallas forditottan aranyosBMI-vel, mig a
nagyobb csifp-kdrfogat arany megnodvekedett periférias vaszksilari
rezisztenciaval tarsul (Jern, 1992).

Az elhizds éallatkisérletes modelljeiben megfigy&lha rezisztencia
erek karosodott funkcidja, amely kivalo lebmiget nydjt a hattérben
zajlé, emberben nehezen tanulmanyozhatdé patolodidyamatok
feltérképezésére. Az elhizott betegekhez hasonléanpbez Zucker
patkanyokbdl izolalt mezenterialis (Oltman, 2008)w&zizom (Frisbee,
2001) arteriolak kéarosodott endothelium dependentatadioval
rendelkeznek. Obez Zucker patkanyokban azt is littak, hogy
mezenteridlis erekben az acetilkolin (Ach) kivdlot endothelium
dependens dilatacio jollehet 20 hetes korban mégjartett, de 32 hetes

korban mar karosodast mutat, ami a vazomotor digzfd korral
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elérehaladd progresszidjara utalhat (Subramanian, )20@hizott
JCRA:LA-cp patkdnyokban is kimutattak a mezenteriatek karosodott
ACh dependens dilatacidjat (O'Brien, 1998). Ezedp@n elmondhato,
hogy a kisérletes eredmények arra utalnak, hogyadtsoran karosodhat
a periférids rezisztencia erek ikddése, azonban a megvaltozott
mikroérnikddés hatterében allo folyamatok, illetve az azvako

tényedk nem kelbképpen tisztazottak.

2.3 Koronaria mikroerek miikodése elhizasban

Ahhoz, hogy a szervezet meg tudjon felelni a tégtstivekedéseével
jar6 fokozott metabolikus igényeknek a kardiovasais rendszer
szempontjabol megndvelt perctérfogatot és fokozottavaszkularis
vértérfogatot igényel (Lavie, 1986). Kdzismert, iag elhizds gyakran
tarsul bal kamrai hipertréfiaval (Abel, 2008), aypnel megndvekedett
hemodinamikus és metabolikus kovetelményekhez waitélmazkodas
els lépcsfoka lehet. A megnévekedett igényekhez a koronémiknek
is alkalmazkodniuk kell, ami abbdl a szempontbéEidekes, mivel a
koronaria keringésben az oxigén kinyerése kozel immis szinten
zajlik, igy a metabolikus igény és a vérellataskellepé aranytalansag
kritikus hatassal lehet a szivizom kontraktilis Koidjara (Tune, 2004).
Pozitron emisszidés tomografia (PET) segitségévatapauzan atesett,
elhizott betegekben szignifikdnsan csokkent sziwizeérataramlast
mutattak ki, amely negativan korrelalt a derék-¢&ijrfogat hanyadossal
(Martin, 2005). Ezzel ellentétben premenopauzalisben hasonl6 foku
elhizas novekedett szivizom vérataramlassal jamab sulyu khoz
viszonyitva, mig nem mutatkozott kilonbség ilyekirtetben férfiak

esetében (Peterson, 2008). Megndvekedett koro@daaimlast elhizott,
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koronaria érbetegséggel nem rendetkpastmenopauzalisék esetén is
megfigyeltek, habar a megndvekedett nyugalmi kaianaramlas
szignifikansan csokkent koronaria aramlasi tartedék(a koronaria
aramlas dipiridamol adasaé#l és utani hanyadosa) tarsult (Motivala,
2008).

A koronaria aramlas megvaltozott metabolikus igé&hge valo
alkalmazkodasa az érellenallas szabalyzasaval ulahdsg, a koronaria
keringés elt&r szintjein tbbb egymassal egytittkddé mechanizmus (pl.
miogén aramlas vagy metabolikus eérattnézabalyzas) segitségével
(Chilian, 1997; Jones, 1995). A nagy szivkoszorlsdgen alacsony
(szinte elhanyagolhatd) ellenallast képviselnekoeokaria keringésben;
az aramlassal szembeni ellenallas azonban énedmogyan az ératnier
300 um aléa csokken. Ezért is nagyon fontos a koi@rmdteriolak direkt
vizsgalata, mivel vildgosabb képet kaphatunk azizéth soran a
vaszkularis rezisztencia koronaria keringésben \etk@s valtozasairol.

Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy elhibetegekBl izolalt
koronaria arteriolak miogén ténusa nem kulonbézikn@amal sualyd
betegekBl izolalt erek tdbnusatél (Fulop, 2007), tovabbararaluminalis
nyomas novelése hasonld ératn@altozast okozott normal és magas
zsirtartalmu diétaval taplalt patkanyok esetébeddi2006). Az elhizott
betegekBl izolalt koronéaria arteriolak csokkent endotheligi®pendens,
bradikinin kivaltotta dilataciot mutattak (FulopgQ@7).

Oltman és tarsai a kéarosodott koronaria mikraddés
progressziojat vizsgaltak obez Zucker patkanyokébsm. Mig az ACh
kivaltotta dilataciot megtartottnak talaltak 1642dtes allatokban, a 28-36
hetes elhizott patkanyokban mar szignifikansan lemdtk ACh kivaltotta
vazodilataciét tapasztaltak (Oltman, 2006). Katak&sntarsai 12 hetes
obez Zucker patkanyok izolalt koronéria ereibealtak megtartott ACh

kivaltotta érvalaszt (Katakam, 2005). Hendersonlégdlival egyutt
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magas zsirtartalmu diétaval etetett disznok izd&daibnaria arteriolaiban
detektalt enyhén karosodott bradikinin kivaltotiéatdciot (Thompson,
2004). Prakash és tarsai obez Zucker patkanyoklegmavekedett ACh
kivaltotta dilataciordl szamoltak be (t6bb, mint @#bos atmé&ndvekedés
a kontroll allatokhoz viszonyitva) (Prakash, 2008z elbbiekben
részletezett kisérletek eredményei alapjan dgyki jollehet a nagy
koronaria erekkel kapcsolatos eredmények az elhikasonaria
mikodésre kifejtett karos hatadsara utalnak (Hashimb®®8; Kapiotis,
2006), a mikroerek szintjen a vazomotor tonus éagumnista kivaltotta
dilatacios nikddés akar megtartott is maradhat, kuléndsképpen a
betegség korai szakaszaban. Ez felveti annak aoétsget, hogy az
elhizds sordn a koronéria keringésben a mikrovéégz&urendszerhez
tartozé érszabalyoz6 mechanizmusok védett szeéiyetnek az elhizas
soran jelentkex karos hatasokkal szemben a periférias keringésetre
ellentétben.

Ismert, hogy a kis ménetkoronaria erek dilatacioja lokalis hatasu
anyagok — példaul: nitrogén monoxid (NO), prosiiaciés endothel
eredet hiperpolarizal6 faktor (EDHF) endothelialis felbzalulasa réven
jon létre. Kisérletes eredmények azt sugalljak, yhethizas esetén
csokken a NO elérh&tége az endothel szamara, ez azonban
kompenzaldédhat tébb mas szabalyozdikdués altal. Fokozott NO
medialta dilataciot figyeltek meg kordbban magastasalma diétaval
etetett diszndkbol szarmazo koronaria erekben (\Waod 2004) és obez
Zucker patkanyokbol izolalt mezenterialis erekbagyagant (Oltman,
2006). Kutatocsoportunk hasonlé megfigyeléseket teiman erek
estében, azaz a NO donor altal kivaltott arteriachialis dilatacios
valaszokat megnovekedettnek talaltuk elhizott etegn (Fulop, 2007).

Ezen kisérletek alapjan feltételezhehogy az elhizas soran megtartott
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koronaria arteriolaris dilatacio részben az NO galdokozott nikddése
révén valosul meg.

Egyre tobb bizonyitékra derll fény azzal kapcsalatthogy a reaktiv
oxidativ szabadgyokdk (ROS), amelyek perifériakimea karositjak a
mikroérmikddést, a koronaria mikroerekben értagitdé hatassal
rendelkezhetnek. Ezzel kapcsolatban Matoba ési tarsatattak, hogy
diszné koronaria mikroerekben az egyik legfontosadatdothelbdl
felszabadul6 dilatalé faktor a hidrogén-peroxid@y) (Matoba, 2003). A
human szivBl szarmazo koronéaria mikroerek ugyancsak felszamaalk
H,O,-t, ami nagyban hozzajarul a koronaria erek dildjabhoz (Miura,
2003a), és ezzel szintén szerepet jatszhat a kwaionéek fenntartott
mikodésében. Az ismertetett eredmények alapjan elhadjuk, hogy
elhizas sordn megtartott maradhat a koronaria mikko dilatacids
miikodése, a hattérben allé kompenzacidos mechanizmasmhban nem

kelloképpen tisztazottak.

2.4 Megvaltozott Rho kinaz funkcio elhizasban

A Rho kinaz (ROK) egy szerin/treonin kinaz GTP-Rtié fehérje,
amely elgsorban a sejtek alakjanak és mozgasanak befolygdbala
vesz részt a citoszkeletonon kifejtett hatdsanaszddheien (Matsui,
1996). A ROK az inzulin receptor szubsztrattaléds interakcidja révén
szerepet jatszik az inzulin jelatviteli folyamatédb#&s (Farah, 1998).
Ujabb tanulmanyok kimutattdk, hogy a ROK génkilitéjerekben
tortér teljes delécidja inzulin rezisztenciat és a vamzat inzulin
jelatviteli folyamatdban bekovetk&z karosodast idézheti &el(Choi,
2010). Az inzulinin vivo adagolasa stimulalja a vazizomzat ROK

aktivaciéjat (Chun, 2010). Chun és tarsai inzulerisztens elhizott
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betegekben csdkkentnek talaltak az inzulin stinl&OK aktivitast a
ROK fehérje mennyiségében észlethedltozas nélkil (Chun, 2010).
Didion és tarsai kimutattak a 2-tipusu diabetes litasl
allatmodelljében, hogy izolalt cerebralis arterikian kérosodott
endothel flugg dilatacio figyelhet meg, amelynek hatterében a ROK
fokozott aktivaciéja all (Didion, 2005). TovabbaNaik és tarsai altal
végzett kisérletek alapjan feltételezhdtogy a ROK részt vesz az obez
Zucker patkanyok vazizom arterioldiban megfigyaelhfekozott agonista
kivaltotta vazokonstrikcidé létrehozasaban is (Na#Q06). Mindezek
alapjan elmondhatjuk, hogy jéllehet, diabetes medbhan ismerten
fokozott lehet a Rho kinaz aktivitasa, jelenleg n@inrendelkezésiinkre
elegend bizonyiték arrol, hogy hogyan alakul a Rho kin&tivitasa

elhizas soran.

2.5 A resveratrol vazoprotektiv hatasa

A resveratrol (3,45-trihidroxistilbén) egy ndvényi eredepolifenol,
amellyel kapcsolatban élsorban a varhatd élettartamot potencialisan
megnoved hatasa miatt végeztek kiterjedt kutatdsokat. EpidBgiai
vizsgalatok kimutattak, hogy a resveratrolban ggzaediterran diéta a
kardiovaszkularis rizikd kifejezett csokkenésévatsul (de Lorgeril,
1999; Keys, 1986). A resveratrol vélbenh széleskdr anti-atherogén
hatassal bir, gatolja az LDL oxidaciét és a vérlgweeaggregaciot,
termebdését (Labinskyy, 2006; Wang, 2005b). A Baur ésaiéaltal
elvégzett kisérletek soran a resveratrol javitatimagas kalériatartalmu
diéta hatasara elhiz6 egerek egészseégi allapojaviéstta azok tulélését
(Baur, 2006). Ujabb tanulmanyok arrél is bizonyks#kszolgalnak, hogy
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ragcsalékban resveratrol kezelés hatasara szigndikérvéd hatas
fejlédik ki 6regedés soran (Pearson, 2008).

A resveratrol ériikddésre kifejtett hatasanak hatterében allé
mechanizmusok nem teljesen ismertek, de az eddigérlktes
bizonyitékok alapjan ugyihik, hogy a szervezet resveratrol kezelésre
adott valaszreakcidja leginkdbb a Kkaldria-bevitestkikentésének
biokémiai hatdsaira hasonlit. Toébb tanulmany isdtatta, hogy a
resveratrol legfontosabb hatasait a Sirtuin-1 é¥G&C-T aktivaciéjan
keresztil, a mitokondrium funkcio javitasa révat fe (Lagouge, 2006).
Rob és munkatarsai azt is kimutattdk, hogy reskaradbb mint 40-
szeres novekedeést idézheb el SOD2 aktivitasaban (Robb, 2008). A
SOD2 az elektron transzportlanc egyik melléktermékészuperoxidot
redukalja hidrogén peroxidda, és igy védelmet nwljiitokondridlis
diszfunkcioval és az apoptézissal szemben. Kissrletdatok utalnak
arra, hogy a Sirtuin-1 az Nrf2 transzkripcids faktacetilacidjanak
moédositasaval képes szabalyozni annak transzksipditivitasat (Kawai,
2010).

Az ismertetett eredmények alapjan elmondhatjukyhm resveratrol
bizonyitottan cstkkenti az elhizds sordn fokozédédiovaszkularis
rizikot, azonban az elhizas mikrovaszkularis ebzdsaira kifejtett hatasa

nem ismert.

2.6 A caveolinok és a kalcium aktivalta kalium csatrnak
szerepe elhizasban

A mikroerek tekintetében kitlintetett fontossaggairn&k az
endotheliumtdél fig§, de NO-t6l és prosztacikliéit fliggetlen dilatacioés
mechanizmusok. A NO és a prosztaciklin szintézisetggatolva a

mikrovaszkularis simizomsejtekben kilénB6zagonistdk hataséara
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|étrejovo hiperpolarizacid az endothel eretlehiperpolarizalé faktor
(EDHF) hatdsanak tudhat6 be. A NO-dal ellentétbenEDHF altal
létrejovo dilatacid kevésbé fligg az oxidativ stre§kzagy az részt vehet
Ezt a néépontot tAmogatva Wolfle és tarsai kimutattak magasszterin
tartalmu taplalékkal etetett ApoE és LDL-receptaénlyos egereken,
hogy a cremaster izom arterioldiban megtartott thamEDHF kivaltotta
dilatacio (Wolfle, 2005). Egy nemrégiben kozolt uamanyban magas
zsirtartalma diétan tartott vad tipusu és LDL-réoefianyos egerekib
izolalt kis mezenterialis erekben mutattak ki egyarfokozott EDHF
medialta dilataciot (Ellis, 2008).

Jollehet az EDHF hatterében all6 folyamatok mamtEg nem
tisztdzottak, €s azok mibenléte a mai napig heiték targya, altalanosan
elfogadott tény, hogy az EDHF valasz kialakitasakgmelt szerepet
jatszanak kalcium aktivalta kalium (KCa) csatoriiBkisse, 2002). Ezzel
kapcsolatban kordbban szamos kutatocsoport kirautatiogy az
intracellularis kélcium koncentracido emelése alagscés kdzepes
vezebképesséfy kalium csatornak (SKCa illetve IKCa) nyitaséat
eredményezi, amelyek elengedhetetlen szereppelb&ricDHF medialta
vazodilatacié létrejottében (Crane, 2003; Si, 2086n, 2001; Weston,
2005). A simaizom sejteken expresszalédd magas tékeqmessel)
kalium csatorndk (BKCa) szintén bizonyitott résképezik az EDHF
altal kozvetitett érvalasznak (Si, 2006; Tanaka,04220 de a
hozz4jarulasuk mértéke nem ennyire egyéfielnTobbek kozott
publikaldsra keriltek olyan korai tanulmanyok ispnedyek kizarjak a
BKCa csatornak EDHF dilataciéban val6 részvételégyy csak egészen
minimalis szerepet tulajdonitanak nekik (Zygmun©9a). Egy
nemrégiben megjelent publikaciéban arra mutatnakhoyy a BKCa

csatornak EDHF valaszban valo részvétele nagybgg &ivizsgalt ér
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nagysagatol, egészen pontosan nagyobb szerepednaksa nagyobb,
elsrendi mezenteridlis artériakban, mig a negyediientezenteridlis
arterioldkban a BKCa csatorndk a kimutathatdé esziésellenére sem
vesznek részt a dilatacio kialakitasaban (Hilg@&@06). Az emlitett
eltérések mogott allo kuldonbségek mibenlétére naideg nem derdlt
fény.

Jonéhany nemrégiben sziletett tanulmany probal vadagszt talalni
arra a kérdésre, hogy hogyan is szabalyzédnak aaBi§@tornak normal
és patholégias korulmények kozott. A tobb lehetségzabalyozo
mechanizmus kodzul az utébbickben a figyelem egyre jobban a BKCa
csatornak sejten bellli kompartmentalizaciéjaraeldeibtt (Lu, 2006).
Nemrégiben Graziani és tarsai megjelentették eragaiéet, melyben
kimutattak, hogy az EDHF kivaltotta dilatacié Igtieéhez
elengedhetetlenil szikséges bizonyos érfali jeivifolyamatok
caveolakba tortéh atrendeédése izolalt sertés koronaria arteriolak
esetében (Graziani, 2004).

A caveolak 50-100-nm atm@fi, palack alaki membran lieidések,
amelyek tobb kulcsfontossagu strukturdlis és striffg fehérje, tébbek
kozt a caveolin-1 (cav-1) Osszeallasaval jonnekeléGratton, 2004;
Patel, 2008). Egy nemrégiben k6zolt tanulmanybahefaés tarsai
kimutattak, hogy egerek mezenteridlis ereiben a-Icagénjének
kititésével (cav-1 KO) teljesen me¢isrz az EDHF véalasz (Saliez, 2008).
Absi és tarsai kimutattak, hogy amennyiben mezgii®r illetve
koronaria ereket a caveolin szerkezetét felbont@il+feciklodextrinnel
(MBCD) inkubaltak, megsint az SKCa altal medialt érvalasz, mig az
IKCa fugg dilataciot nem befolyasolta az f@D hozzaadasa (Absi,
2007). Erdekes médon a Wang és tarsai altal kéwitemény alapjan a
BKCa csatornak a sejten belll szintén a caveolakbkthatéak meg,

ahol a cav-1 a csatornak alegységén keresztul kapcsolédva negativ
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szabalyozé hatast fejt ki azokra (Alioua, 2008; 1@he2006; Wang,
2005a). Az, hogy ennek a kdlcsénhatasnak van-eilggmifunkcionalis
hatasa, illetve hogy befolyasolja-e barmilyen teMiben az EDHF
medialta ervalaszt, mindezidaig nem tisztazott.

Az elhizas progresszidjaval, az atherogén disAipid €s a diabetes
kialakulasaval a BKCa csatornadk funkcidja is megpzhilat. Magas
fruktdztartalmd, atherogén étrenden tartott sektgme a koronéria
erekben karosodott BKGmatorna funkciét mutattak ki (Borbouse, 2009;
Dimitropoulou, 2002). Ezen megfigyelések azt sudkll hogy az
atherogeén lipideltérések szerepet jatszhatnak ac@is@orna funkcié, és
kovetkezményesen az endothel medialta dilatacigski@saban.

Ismert, hogy a BKCa csatorndk @&srban a vaszkularis
lokalis kalcium hatasara (10-100 uM) aktivalédnalaggar, 2000).
Lehetséges, hogy az elhizasban és diabetes soraso#téatt BKCa
csatorna funkci6 a simaizom fokozott tonusaval j&bben az
O0sszefliggésben Mokelke és tarsai diabéteszes pitigrhias sertések
izolalt koronaria simaizomsejtjeiben talaltak kémstt BKCacsatorna
mikodést és csokkent kifelé iranyuld kalium aramotely csokkent
bazalis koronaria aramlassal tarsult (Mokelke, 2005

Mindent egyilttvéve tovabbi tanulmanyokra van szgkséogy
feltarjuk, hogy az elhizas soran jelenkezlvaltozasok hogyan
befolyasoljak a mikroerekben megtalalhaté KCa asato mikodését és
hogy ezen elvaltozasok hogyan illeszkednek az @&thépran megfigyelt
folyamatok progressziéjaba.
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3. METODIKAK

Allatkisérleteink soran az Allatkisérletes Etikaiiz&tsag altal
jovahagyott protokolloknak megfet@n jartunk el, kisérleteinkben csak
szakmailag jartas szemeélyek vettek részt. Az &&tol2 oras
periodusokban so6tét, illetve megvilagitott kornybee tartottuk,
lehetvé téve szamukra a viz és a taplalék folyamatogéiéhebségét.

A Kkisérleti protokollok eitt az egy €éjszakan at éheztetett allatokat
natrium pentobarbital (50 mg/tskg) intraperitone@daséaval altattuk el,
amely utan a ragcsalokbol eltavolitottuk a graciimot. Ezutan az
allatokon tovabbi 150 mg/tskg natrium pentobarbitgekcié adasaval
eutanaziat végeztink. Az allatok szivének eltéaséita csak a halal teljes

bedllta utan kerlt sor.

3.1 Az elhizas allatkisérletes modelljei

Kisérleteink elé részében az elhizds modelljeként 12 hetes him obez
Zucker (0OZ) patkadnyokat és ezek kontrolljait (leaucker, LZ)
hasznaltuk (Charles River). Az OZ patkdnyok a flepteceptor gén
homozig6ta mutacidjat hordozzdk magukban és 12 shéimrukra
testtomegik szignifikhnsan nagyobb a leptin receptmempontjabdl
heterozigéta, normal fenotipussal biré LZ patkarmaikképest.

Kisérleteink masodik részében magas zsirtartalrata diegitségével
idéztink eb elhizast egerekben. Kisérleteink soran 20 heteHiR vad
tipusi egereket (Nrf2) (Taconic) illetve Nrf2 génkiitott egereket
(Nrf2”") (a National Institute on Aging altal fenntartdtbl6niabol
beszerzett allatok) hasznaltunk. Az Nrf2 transzlkidip faktor tdbb gén
expressziojanak szabalyozasaért &slelamelyek kozt tobb antioxidans
enzim is szerepel, igy fontos szerepet jatszhatosdativ stressz
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szabalyozdsaban. Az allatokat 16 héten keresz#ildatd AIN-93G
diétan (SD), mdédositott (a kaloriaértéket 60 %-baimbol feded) AIN-
93G (high fat diet, HFD), valamint egy resvera@bkiegészitett HFD
(2,4 g resveratrol / tapkg) diétan tartottuk.

Kisérleteink kdvetkezrészében him Wistar patkanyokat hasznaltunk
(Charles River), amelyekben az elhizast magasadsilmua diéta (HFD;
Testdiet; PMI Nutrition International) segitségéwtztik eb. A HFD
allatok magas (60%-0s) zsirtartalmu tapot kaptakhd@n keresztil. A
kontrollként hasznalt patkanyokat 10 hétig normsirtartalma tappal
etettik.

A tovabbiakban az elhizas kovetkeztében féllégrelvaltozasok
hatterében allé folyamatok vizsgélatara 12-14 heiescav-1 génkittott
egereket (CavtmlMlIs/J) valamint azok kontrolljaiB6(29SF2/J)
vizsgaltuk (Jackson Laboratories, USA).

3.2 Analitikai mdédszerek

A kontroll és HFD patkanyokbol nyert plazmabol ésljkoleszterin és
glikdoz meghatarozas tortént kolorimetrias esszétssggvel (Cobas
Integra, Roche). Az inzulin szintet radioimmun @lagsszé segitségével
mértik (BYK Sangtec).

3.3 Izolalt mikroértechnika

Izolalt mikroér kisérleteinket koronaria illetve agilis arteriolakon
(~120 um) veégeztik. A kisérletek soran a mellkagnyigasat koveten
steril kérilmények kdzoétt eltavolitott szivet égracilis izmot egy hideg
(0-4°C, pH 7.4) Krebs oldatot (6sszetétel mmol/L-berd NRCI, 5 KClI,
2,5 CaC}, 1 MgSQ, 1 KH,PQ,, 5 gliikéz és 24 NaHCG tartalmazo,
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szilikon alapu Petri-csészéberikkel rogzitettik. Kisérleteinkhez a
gracilis arteriola el&rendi &ganak, illetve a szeptalis artéria
intramuszkularisan futd6 masodréndaganak 1-2 mm-es szakaszéat
izolaltuk.

Az arterioldkat mindig azonos korulmények kozotepgaraltuk. A
preparalds soran létrejohet egy olyan stresszdjlapoely fokozhatja a
reaktiv oxidativ gyokok termelését. A pontos, mimoken megegyéz
preparalasi technikaval igyekeztik kizarni, hogye#£6 stresszallapot
kovetkeztében kialakulé eredményeket kapjunk. Aparélas utan az
izolalt arteriolat egy hideg, oxigenizalt Krebs atdt tartalmazo
szervedénybe helyeztik, majd egy sztereomikrosZkéikon, Eclipse
80i) segitségevel, mikrosebészeti eszkdzoket hbszrédszor egyik
oldalan kanulaltuk, rogzitettik, majd 20 Hgmm-ed(m6s nyomassal a
lument®l a vérsejteket eltavolitottuk. Ezutan az ér diszt&égét is
kanulaltuk, egy mikrocsavar segitségével beallikottz eredeti érhosszt,
majd egy allandd démérséklei (T=37C, pH=7,4), oxigenizalt
szerviirdbe helyeztiik. A szervkamrat folyamatosan oxigeniz@k:
10%, CQ: 5%, N»: 85%) Krebs oldattal aramoltattuk at (40 ml/pers.
intraluminalis nyomast visszacsatolasos elven kddo
nyomasszabalyozé (Livingsystem) segitségével lasBanHgmm-re
emeltik és 60 percig azon tartottuk, mikdzben &alimminalis nyomast
folyamatosan nyomastranszducerekkel mértik. Az bakios id
elteltével az arteriolakban spontan miogén tényisdett ki. A bel$
eratmeéé valtozasat egy videomikroszképhoz (Nikon, Eclip86i)
rogzitett digitalis kameraval (CFW1310, Scion Coqgtektaltuk és

szamitogép segitségével mértik (2. abra).
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2. abra. A videomikroszkdpos rendszer vazlatasaraj

3.4 Az arteriolaris funkcio vizsgalata vazoaktiv serekkel

Kisérleteink soran elhizott és kontroll allatokxalalt gracilis, illetve
koronaria arterioldkon vizsgaltuk meg a 80 Hgmmuesaluminalis
nyomas hatasara kialakuld spontan értonust, illetvekilonbod
vazoaktiv szerek hatadsara bekovetkezratmeéd valtozast. A
kisérletekben az alkalmazott vazoaktiv anyagolsgioamtan miogén tonus
kialakulasat koveéen az ismert térfogatd (15 mL) perfundalt kadba,

megfeleb végkoncentracidkban, kumulativ dézisokban adtukszer
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kadba juttatasat kouwen folyamatosan regisztraltuk az adott anyag
kulonbdd koncentracidinak ératméne gyakorolt hatasait, és kumulativ
dozis-hatas gorbéket készitettink. Az egyes kuinulaibzis-hatas
gbrbéket kimosasi periddus kovette, melynek soran aateriolak
visszanyerték kiindulasi tonusukat. Ennek megéelel az egyes dozis-
hatas gorbék k6zott minimum 10 percet vartunk.

Kisérleteinkben etként obez Zucker (OZ) és kontroll (lean Zucker,
LZ) patkanyokbol izolalt gracilis arterioldkon vgd@tuk meg az
angiotenzin 2 (Ang 2) és a noradrenalin ismételdisadak hatasara
kialakul6 érvalaszt. Az Ang 2 (10 pmol/L-10 nmol/lSigma) és a
noradrenalin  (1-100 nmol/L, Sigma) kumulativ koricécidinak
hozzdadasa (éisapplikacio) utan féloras varakozasbtickdvetien Ujra
felvettik az agonista indukalta valaszokat (masodifplikacio).
Bizonyos protokollok soran az érvalaszokat a mashdzzaadast kovet
féloras véarakozast koven ismét rogzitettik (harmadik applikacio).
Kisérleteink kulonallo részében az Ang 2 és norsalne Kivaltotta
ismételt érvalaszokat a Rho kinaz gatlé Y27632 ifdoliL, Sigma) 30

Tovabbi kisérleteink soran magas zsirtartalm( digtéaplalt Nrf2’
és NrfZ"~ egereken teszteltilk a resveratrol endothelidliskdifra
gyakorolt hatdsat az allatokbdl izolalt graciligeaiolakon acetilkolin
(ACh, 1 nmol/L — 10 umol/L, Sigma) segitségével.

A tovabbiakban az ACh (1 nmol/L — 10 pmol/L) kigita dilatacio
mértékeét regisztraltuk a kontroll és magas zsabawd diétaval taplalt
patkanyokbdl izolalt koronéria arteriolakon. Az AKivaltotta valaszokat
a NO szintaz gatlé &-nitro-L-arginin metil észterrel (L-NAME, 200
umol/L) tortérd 30 perces inkubacié utan is rogzitettik. Az EDHF

kivaltotta valaszok vizsgalatara a koronaria amték ACh kivaltotta

=77
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indomethacin (10 umol/L, Sigma) egyuttes jelenlétéls megvizsgaltuk.
Mivel tovabbi kisérleteink soran csak az EDHF &kighltott dilataciora
voltunk kivancsiak, igy tovabbi kisérleteinket alNAME (200 pmol/L)
és indomethacin (10 pmol/L) folyamatos jelenlétéégeztilk. Az ACh
kivaltotta valaszokat a BKCa gatlo iberiotoxin (IBT100 nmol/L), az
SKCa gatlo apamin (100 nmol/L, Sigma) és az IKCdloga-[(2-
klérfenil) difenilmetil]-1H-pirazol (TRAM34, 10 mmid., Sigma)
jelenlétében is megvizsgaltuk. Az ACh kivaltottdathciot a citokrom
P450 blokkol6 szulfafenazol jelenlétében is tesikel Az izolalt
koronéria arteriolakon a BKCa csatornak szelekiitivatora, az NS-
1619 (100 nmol/L — 10 pmol/L, Sigma) hatasara kualld érvalaszokat is
rogzitettik.

Tovabbi kisérleteink soran kontroll allatokbol ial koronéria
arteriolakat 90 percen keresztiilvitro, a caveolakat szétrombolo metil-
B-ciklodextrinnel (3 mmol/L, Sigma) inkubaltuk, majdegvizsgaltuk az
ACh kivaltotta dilataciot IBTX (100 nmol/L) jeleni&ben és hianyaban
egyarant. A szelektiv BKCa nyitd NS-1619 hatasaralakuld
érvalaszokat is rogzitettik.

Hogy tovabb bizonyitsuk a cav-1 és a BKCa ko6zomn&ld
interakcidt gracilis arterioldkat izolaltunk cavgénkittétt és vad tipusu
egerekidl és megvizsgaltuk azok ACh (1 nmol/L — 10 pmolkiyaltotta
dilatacios valaszait. Mivel kisérleteink soran caakeDHF altal kivaltott
dilataciora voltunk kivancsiak, igy kisérleteinkaz L-NAME (200
pumol/L) és indomethacin (10 pmol/L) folyamatos méeben végeztik.
Az ACh kivaltotta valaszokat IBTX, apamin és TRAMlenlétében is
megvizsgaltuk. Ezt kdvéen az izolalt arteriolakon a BKCa csatornak
szelektiv nyitojanak, az NS-1619 hatasara kialakéfgalaszokat is

rogzitettik.
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3.5 Az érfali szabadgydk termelés mérése

Az érfali szabadgyok termelést arteria femoraligken meértik
Amplex Voéros Hidrogén Peroxid/Peroxidaz Esszé Kiblecular Probes,
USA) segitségével fluorometrias mddszerrel, aholeatzacellularisan
generalt HOxt a torma peroxidazzal kapcsolt Amplex Voros
fluoreszcencia esszével detektaltuk. Az esszé smad reakcioban a
torma peroxidaz elektron donorként Amplex vorostzmal fel a hidrogén
peroxid vizzé valo atalakitasara. A folyamat véderényeképpen egy
erésen fluoreszcens anyag, a resurofin keletkezikil[d0Amplex Vorost
és 0,1 egység/ml torma peroxidazt adtunk hozzalé&zetesen izolalt
femoralis artériak homogenizatumaihoz. A fluoresacenéréseket '96
lyukd' mikroplate-en 530/580 nanométeren 200 phagamennyiséggel
végeztik Tecan Infinite M200 plate reader segitsgligdd fluoreszcens

méréseket minden egyes minta esetén haromszoisianeg.

3.6 A Rho kinaz aktivitds mérése

A Rho kinaz aktivitast Cyclex Rho kinaz aktivitasseé (Cyclex Co.
Ltd) felhasznaldsaval mértik. Femordalis artériaksérehdi agait
jéghideg, 1 mmol/L fenil-metil-szulfonil-fluoriddal 1  pg/mL
leupeptinnel, 1 pg/mL aprotoninnal, 1 pug/mL pepstetl €s 1 mmol/L
NaVOs-al gazdagitott radioimmunoprecipitacios esszé gobéin (50
mmol/L Tris-HCI, pH 7,4, 0,15 mmol/L NaCl, 0,25% adékdlsav, 1%
NP-40 és 1 mmol/L EDTA) homogenizaltuk, majd meghattuk a
protein koncentraciét (Pierce Chemical, Rockford, USA). A Rho
kindz aktivitAst az MYPT1 695-0s treonin homogetig#@k altali
foszforilacioja révén detektaltuk. Az azonos mesagi arteridlis

lizatumokat 96 Ilyukd, gyarilag szubsztratot tartahd |yukakba
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helyeztiink. A torma peroxidazzal jel6lt foszfosphi&as antitesttel valo 1
oréas inkubécié utan hozzaadtuk a'3,5-tetrametilbenzidin szubsztratot.
A reakcié hatasara keletkieszinvaltozast spektrofotométer segitségevel
detektaltuk és a mintdban tewvelativ Rho kindz aktivitas aranyaban
reprezentaltuk. A Rho kinaz gatldsara a kisérlktsimran 10 pumol/L
Y27632-t hasznaltunk.

3.7 Immunohisztokémia

A kontroll és HFD patkanyokbdl szarmazd szeptalsrokaria
darabokat (n=4-4) fagyasztd médiumba agyaztuk HET(@ompound,
Tissue Tek, Electron Microscopy Sciences, USA)edagyasztottuk. Az
acetonnal fixalt, 10 um vastagsagu konszekutiv ze&t&et poliklonalis
cav-1 ellenes antitesttel (1:50-es higitas, Sigra) simaizom aktin
ellenes antitesttel (1:200 higitas, Novocastra)yvpgliklondlis BKCa
csatorna ellenes antitesttel (1:50-es higitas, AlmenLabs) és simaizom
aktin ellenes antitesttel (1:200 higitds, Novo@gstieloltik. Az
immunofluoreszcens jelolést Alexa-488-cal vagy Al&97-tel jeldlt
masodlagos antitest (Invitrogen) segitségével twako végre. A
sejtmagok festésére DAPI-t hasznaltunk. A nem $gasi koibdést az
elsbdleges antitest elhagyasaval vizsgaltuk. A metke@teOlympus
BX61 mikroszkdéphoz kapcsolt elektron sokszorozé C&&meraval
(LucaEM-S, Andor) készitettink felvételeket.

3.8 Western immunoblot

A kontroll és HFD Aallatok szivéh koronaria artériakat izolaltunk,
majd a kdbszovet eltdvolitdsa utan az ereket folyékony nénign

lefagyasztottuk, és tovabbi felhasznalasig -80°Gaooituk. A kipreparalt
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koronaria  érdarabokat k#sh 20 pl  SDS-mintapufferben
homogenizaltuk, majd 5 percigztik. A mintakban |&¥ fehérjéket 8%-
os SDS-poliakrilamid gélen tortémélelektroforézissel szeparaltuk, majd
a fehérjéket nitrocellulé6z membranra transzferaltikvizsgalt fehérjék
detektalasara caveolin-1 elleni IgG antitestet @bgc 1:1000 higitas),
illetve BKCa csatorna-ellenes IgG antitestet (Arharg, 1:1000 higitas)
alkalmaztunk. Masodlagos antitestként torma pedémddl jeldlt nyudl
ellenes antitestet hasznaltunk (Amersham, 1:500Qds). Normalizacio
céljabdl p-aktin ellenes antitestet (Abcam, 1:5000 higitéagznmaltunk a
mintak felvitele soran az elterfehérjemennyiségek miatt jelentkez
esetleges kulonbségek kikiiszoboélesére. A kemilusaoenciaval kapott
jelet autoradiogréafia segitségével rogzitettik.a&kak optikai denzitasat

NIH Image szoftver segitségével mértuk.

3.9 Statisztika

Az izolalt erekben vazoaktiv szerek hatasara kidéakatmes-
valtozasokat a maximalis dilatacio széazalékabagzftek ki. Maximalis
dilatacioként az ér 80 Hgmm-en, kalcium mentes Krelnlatban mert
passziv atméjét vettik. Az abrakon a nyert adatok atlagérték8iE.M
szerepelnek. Statisztikai elemzéseinkhez Studenke fé-préobat
hasznaltunk. Az értékeket akkor tekintettiik szigarisan kilonb&mek,
ha a p<0,05 volt.
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4. EREDMENYEK

4.1 Vazizom arterioldk vazomotor mikddésének vizsgalata
elhizdsban

Gracilis izom arteriolak vazomotor miikbdésének vizsgalata elhizott

Zucker patkanyokban

Kisérleteink el§ részében elhizott Zucker patkanyokbdl izolalt
gracilis arterioldkon vizsgaltuk meg az angioten2iffAng 2) ismételt
adasanak (kétszeri applikaci6 egymastél 30 peragdsubacioval
elvalasztva) hatasara kialakuld érvalaszt. 12 hétlkedokban az obez
Zucker (O2) allatok testtomege (413+15 g) szig@difikan nagyobb volt a
kontroll (lean Zucker, LZ) allatok testtomegéhe493817 g) viszonyitva.
Az allatokbdl izolalt gracilis arteriolakban a 8@idm-es intraluminalis
nyomas hatasara spontan ténus otEjtt ki, amely szignifikansan
nagyobb volt az OZ patkanyok arteriolaiban (42 =-2% passziv
atmebnek) a LZ erekben detektaltakhoz viszonyitva (38%). Az Ang
2 dozis fugg konstrikcidt okozott mindkét csoportbdl izolaltagilis

arterioldk esetében (3. abra).
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3. dbra Angiotenzin 2 (Ang 2; 100 pmol/L—10 nmoidmételt adasanak
hatdsara kialakuld konstrikcids valaszok eredetgisetratumai obez
zucker (OZ) és kontroll (lean Zucker, LZ) patkamgakizolalt gracilis

arteriolakon.

A kontroll allatokbdl (lean Zucker, LZ) izolalt aioldkban az
angiotenzin 2 ddézis fugg modon konstrikciét valtott ki, amelynek
mértéke szignifikans csokkenést mutatott az Ang 206l
adminisztracioja soran (4. abra). Ezzel szembenradnenalin hataséara
letrejov6 vazokonstrikciO meértéke nem mutatott valtozast éisth
applikaciot koveten (1. tablazat). Az OZ arteriolakon az Ang 26els
applikaciéjara kialakuld konstrikcié szignifikAnsaragyobb volt a LZ
erekben tapasztaltaknal. Az elhizott Zucker pat&ihgl izolalt gracilis

arterioldkon ugyanakkor szignifikans csokkenést asamltunk a
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konstrikcio meértékében az Ang 2 masodik doézis Iugidjenek

regisztracidja soran (4. abra).

A o LZ-1. applikacio B o 0z - 1. applikacié
a LZ-2. applikacio Ao OZ-2. applikacié
04 = 04
g r 3
< 20 < 20+
2 )
g 40- E 40-
% 604 £ 601 i
= c #
< 80 S 80
100- 100- T T T T
1011 101 40° 10 101 101 10 10#
Ang 2 (mol/L) Ang 2 (mol/L)

4. abra Kontroll (lean Zucker, LZ; n=7) és obez kerc (OZ; n=7)
patkanyokbdl izolalt gracilis arteriolak Angiotenz2 (Ang 2; 10 pmol/L—
10 nmol/L) ismételt adasanak hatasara kialakulogtokcios valaszai. A
* az elgy valasztél valé szignifikdns eltérést, a # a kolhti@2)

valaszoktol valé szignifikans eltérést jeloli.

Nem taldltunk tovabbi csdkkenést az angiotenzin a2mladszori
adagolasanak hatasara bekoveikknnstrikcid mertékében (maximum
konstrikcié az els, masodik és harmadik applikacio alkalmaval: 59 +
4%, 23 + 5% és 27 £ 5% értelemgzsn).
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LZ (n=7) OZ (n=7)

1. applikacio | 2. applikacio | 1. applikacio | 2. applikacio
NA (1 nM) 3+2 3+2 8+4 7+4
NA (10 nM) 25+ 7 30+6 38+9 26+ 8
NA (100 nM) 76 +7 81+8 86 + 10 74 + 10

1. tabldzat Noradrenalin (NA; 1-100 nM) ismételttds@ara kialakuld
konstrikcios valaszok (%-ban kifejezve) LZ (n=7) €Z (n=7)

patkanyokbdl izoldlt gracilis arteriolakon.

Az ezt koved kisérletink sordn Rho kindz esszé segitségével
detektaltuk a Rho kinaz aktivitasat OZ és LZ akai izolalt femoralis
artériak homogenizatumaibdl. Az 0OZ allatok eétibszarmazo
homogenizatumok fokozott Rho kindz aktivitast miatata LZ erekBl

szarmaz0 homogenizatumokhoz képest (5. abra).

O LZ
0 - OZ
S ~  200-
> 2
£ X 150-
)
3 £ 100 :
o
= 2 50
o
= 0

5. abra Kontroll (LZ, n=4) és obez Zucker (OZ, n=gatkanyokbal
izolalt femordlis artériak Rho kindz aktivitasa.*A LZ erek Rho kinaz

-----
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A fokozott Rho kinaz funkcionalis szerepének kintésara a Rho
kindz gatlé Y27632 jelenlétében is megvizsgaltugracilis arteriolak
Ang 2 kivaltotta konstrikciojat. Az Y27632-vel térH inkubacio
lecsOkkentette mind az OZ (28 + 4%-ra), mind a k&rolak (16 + 5%-
ra) nyomas indukalta miogén ténusat, de a miogeuastdk kozt fennalld
kilonbség megmaradt a 2 csoport kozott. A kont(bH) allatokbol
szarmazé arterioldkban az Y27632-vel toftémkubacid nem volt
hatassal sem az él€nt, sem az ismételten adagolt Ang 2 hatdsara
létrejovo vazokonstrikcid tekintetében (6. abra A panellzdtzzemben
az OZ A&llatokbdl izolalt gracilis arteriolakban &27632 jelenlétében
csOkkent az Ang 2 kivaltotta konstrikcid6 mértékeedds adminisztracio
soran, mig az ismételt adas hatdsara kialakuloszé&zinte teljesen

megs#nt (6. abra B panel).
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6. abra Kontroll (lean Zucker, LZ; n=5) és obez krc (OZ; n=5)
patkanyokbdl izolalt gracilis arteriolak angiotenz2 (Ang 2; 10 pmol/L—
10 nmol/L) ismételt adasanak hatasara kialakulostokcids valaszai a
Rho kinaz inhibitor Y27632 (1umol/L) jelenlétébart. az elg valasztol

valo szignifikans eltérést jeloli.
Az Y27632 nem befolyasolta a noradrenalin hatadéedakuld

konstrikciot sem az OZ, sem az LZ allatokbodl izokéiteriolakban (2.

tablazat).
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LZ (n=5) OZ (n=5)
1. applikacid | 2. applikacio | 1. applikacio | 2. applikacioé
NA (1 nM) 1+1 2+1 1+4 2+3
NA (10 nM) 25 + 3 41 +11 18 +3 24 +8
NA (100 nM) 65+ 10 78+8 57 +13 64 +7

2. tablazat Noradrenalin (NA; 1-100 nM) ismételttdsara kialakulo
konstrikciés valaszok (%-ban kifejezve) LZ (n=7) €Z (n=7)
patkanyokbdl izolalt gracilis arteriolakon a Rhonkiz inhibitor Y27632

(1 umol/L) jelenlétében.

s s

magas zsirtartalmu diétaval taplalt egerekben

A magas zsirtartalmi diéta mind az Nrf2 transzkoipcfaktort
expresszalé (Nrf?) és az azt nélkiiléz(Nrf2”") egerekben szignifikans
testsulyndvekedést idézettvgld3,0 = 3,0 %-o0s illetve 42,0 £ 4,6%-0s
testsulyndvekedés a  kiinduladsi  testtomeghez  képesBzen
testsulynbvekedés csokketendenciat mutatott amennyiben az allatok a
magas zsirtartalmu diéta mellett resveratrolt istd&da napi étrendjikben
(a testsulyndvekedés 33,0 + 4,3%-nak illetve 31483%-nak bizonyult
Nrf2*"* és Nrf2’~ egerek esetében).

A magas zsirtartalmi diéta hatasara mind a Nrfenind a Nrf2”
allatokbdl izolalt gracilis erek esetében karosbdaiz acetilkolin

kivaltotta vazodilataciéo (7. abra). A resveratr@zklés a normal diéta
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esetén megfigyelhé&t szintre allitotta vissza az acetilkolin kivaltotta
dilataciét a magas zsirtartalmt diétaval taplafeNt egerek esetében (7.
abra A panel). Ezzel szemben a resveratrol kezekzk részben
eredményezett javulast az ACh kivaltotta dilatdaivinagas zsirtartalmu
diétaval taplalt Nrf2” egerekben, igy a kontroll étrenden déMrf2™"~
egerekhez képest fennalld6 ACh kivaltotta dilatdamb megléd

kulonbség tovabbra is fennmaradt (7. abra B panel).

A o SD +/+ = o SD
el Lo _ o Hrp+Res N2

1009 <> HFD + RES # - HFD

(=}
(=]
[

20+

Dilatacio (%)

Dilatacio (%)

(=}
[1

J ] | ]
109 10° 107 10° 10 A AT s

ACh (mol/L) ACh (mollL)

7. &bra Vad tipust (NrfZ ; A panel) és Nrf2 génkititstt (Nif2 B panel)
egerekiBl izolalt gracilis arterioldk acetilkolin (ACh; 1nol/L -
1mmol/L) kivaltotta dilatacidés valaszai. Az alladbkstandard diétan
(SD), magas zsirtartalmu diétan (high fat diet, HHztve resveratrollal
kiegészitett magas zsirtartalma diétan tartottuk-H+ RES) (n=5
minden csoportban). A * a SD-tél valdé szignifikaskérést, a # a

resveratrollal nem kezelt HFftval6 szignifikans eltérést jeldli.

Az érfali reaktiv oxidativ szabadgyokok tergadset Amplex voros /

torma peroxidaz ROS modszer segitségével detdktaKisérleteink
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eredményei azt mutatjak, hogy a magas zsirtartaliéta a Nrf2™* és
Nrf2”" egerekben egyarant szignifikdnsan fokozza a R@SBelédést.

HFD Nrf2"* egerek esetében a resveratrol kezelés a SD esetén
megfigyelhed szintre csokkentette az éerfali ROS terédélsét (8. abra A
panel). Ezzel ellentétben a resveratrol kezelés Eszben csillapitotta a
magas zsirtartalma diétaval taplalt Nff2egerek érfali ROS termelését

(8. abra B panel).

3 sb
e B HFD
:EE+RES HFD + RES
r 2.0, * T 20 *
2 . >
e5 15 EE& 15
Y o -
L3 E =
8 (1] 1.0' = (=] 8 1.0-
@ N @ N
w W
g 05 g 0.5
(=]
2 0.0 - 2 0.0
Nrf2* Nrf2-"

8. abra Vad tipusu (Nrf 2 +/+; A panel) és Nrf2 geéitott (Nrf2 -/-; B
panel) egerekdl izolalt femordlis artériak Amplex vorés/ torma
peroxidaz esszéinek eredményei. Az adatok a rasdhadreszcenciara
normalizalt formaban vannak féiitetve. Az allatokat standard diétan
(SD), magas zsirtartalmu diétan (HFD) illetve resmollal kiegészitett
magas zsirtartalmd diétan tartottuk (HFD + RES) fn=minden
csoportban). VE: viszonylagos egység. A * a SDvdd szignifikans
eltérést, a # a resveratrollal nem kezelt HRDwal6 szignifikans eltérést
jeldol.
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4.2 Koronaria arterioladk vazomotor mitkddéséenek vizsgalata
elhizdsban

10 hét magas zsirtartalmu tap fogyasztasat Kemet a
kutatdécsoportunk altal korabban tapasztaltakhoorii@smodon (Erdei,
2006), a patkanyok testtomege, szérum inzulin,adids total koleszterin
szintje szignifikansan magasabb értéket mutatatit en standard diétan

tartott patkanyok hasonlé adatai (3. tablazat).

kontroll (n=15)| HFD (n=15)

Testtomeg (gramm) 398 + 16 495+ 17 *
Szérum glikéz (mmol/L) 6,9+0,5 8,2+05*
Szérum inzulin (pmol/L) 82+ 20 241 +8*

Szérum teljes koleszterol

1,18 £ 0,06 1,72 +0,08 *
(mmol/L)

3. tAblazat A HFD hatasa a patkanyok élettani pagtareire. A * a
szignifikans kulonbseéget jeloli.

Elsként az ACh kivaltotta dilataci6 mértékét registttria a kontroll
eés HFD allatokbdl izolalt koronaria arteriolakon. kentroll és HFD
patkanyokbdl izolalt koronaria arteriolakban nemaltank kilénbséget a
spontan miogén tonus hatasara kialakuld aktiv (86 &s 97 £+ 6 um,
ertelemszdren) és a kalcium mentes oldatban kialakulé passziv
arteriolaris &tmé¥ (153 + 9 és 149 = 7 um, értelemsmar) tekintetében.
Meglep modon azonban az ACh kivaltotta endothelium depesd
dilatacio nagysagaban sem talaltunk kilonbségetbortridl és HFD
allatokbdl izolalt koronéaria arterioldkban (9. abka panel). A NO
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szintézisét gatldé L-NAME csokkentette az ACh kieéth dilataciot a
kontroll koronaria erek esetében (9. 4bra B pameky, nem volt hatassal

a HFD arteriolak ACh vélaszaira (9. abra C panel).

B C

-0~ kontroll -0~ kontroll - HFD
100« —# HFD 1005 ¥ kontroll + L-NAME 1004 —¥F HFD + L-NAME

20+ 20+ ® 20+

Dilatacioé (%)
Dilatacio (%)
Dilatacio (%)

¥ ] L] L] 1 L) L) ¥ 1 L) ) L)
10-2 10-2 107 10 10-2  10-8 10-7 10-8 10-®  10-% 10-7 10-8

ACh (mollL) ACh (moliL) ACh (moliL)

9.4bra a panel Kontroll (n=18) és magas zsirtartalrdiétan tartott
(HFD, n=19) patkanyokbdl izolalt koronéria arter@ ACh (1 nmol/L-
1umol/L) kivaltotta dilatacids valaszai. Kontroh£9, B panel) és HFD
(n=9, C panel) patkanyokbdl izolalt koronaria ar@ak ACh kivaltotta
dilatacios véalaszai a nitrogén monoxid szintaz lteir Nw-nitro-L-
arginin metil észter jelenlétében (L-NAME, 200 plijoés hianyaban. A
* az L-NAME hianyahoz képesti szignifikans kulogesgloli.

A kontroll és elhizott patkanyokbdl izolalt kororeararteriolak L-
NAME és indomethacin jelenlétében nem mutattak ib@get az ACh
kivaltotta EDHF dependens dilatacio tekintetébef. (Abra A panel).
Erdekes modon a BKCa csatorna nyitd6 NS-1619 szgmsan nagyobb

nagyobb értagulast okozott az elhizott patkanyekben a kontroll erek

s
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10. abra Kontroll (n=15) és HFD patkanyokbadl (n=1izplalt koronaria
arterioldk ACh (A panel) és NS-1619 (B panel) kotéh dilatacios
valaszai. A * a kontroll valasztol valo szignifilsaeltérést jeldoli.

A BKCa gatl6 iberiotoxin (100 nM) szignifikhnsan gyabb
mértékben cstkkentette a dilatacid6 mértékét azzahipatkanyokbal
izolalt koronaria arterioldkban, mint a kontrollladbkbol izolalt erek

esetében (11. abra A és B panel).
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11. abra Kontroll (A panel, n=9) és HFD patkanyoklfB panel, n=9)
izolalt koronaria arterioldak ACh kivaltotta dilaté@s valaszai
iberiotoxinnal (IBTX) tortéd inkubacié eftt és utan. A * az IBTX
inkubacio eftti valasztél valo szignifikans eltérést jeldli.

Az SKCa gatlé apamin és a IKCa gatl6 TRAM-34 inktibg

szignifikansan csokkentette a ACh kivaltotta didabé kontroll és elhizott
allatokban egyarant (12. abra).
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12. abra Kontroll és HFD patkanyokbol izolalt kogora arteriolak ACh
kivaltotta dilataciés valaszai apaminnal (A és Bnph N=7-7) illetve
TRAM-34-gyel (C és D panel, N=7-7) torééimkubacio eftt és utan. A *
a gatloszer inkubécioja étti valasztol valo szignifikans eltérést jeldli.
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nem mutatkozott szignifikans kulonbség a 2 csokorbtt (4. tablazat).
Egy kulon tanulmany soran az ACh kivaltotta di