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1. Bevezetés és célkitiuzések

1.1. Kardialis diszfunkcio és szivelégtelenség

Annak ellenére, hogy az utdbbi évtizedekben az orvostudomany jelentds
eredményeket ért el a kardiovaszkularis mortalitas csokkentésében, tovabbra is
folyamatos az igény a betegségek patomechanizmusanak mélyebb megértésére,
illetve hatékonyabb gyogyszerek €s terapids eljarasok fejlesztésére.

A szivelégtelenség egy klinikai szindroma, melyet tipikusan olyan
szubjektiv tiinetek mint a 1égszom;j, faradtsag-érzés és labdagadas, valamit olyan
diagnosztikus jelek mint a megnovekedett jugularis vénas nyomas, periférias
odéma ¢s pulmonalis zorejek jellemeznek. A kardialis diszfunkcio a
szivelégtelenség prekurzora, és a mogottes funkcionalis elvaltozasra utal, mely
mar a manifeszt tiinetek megjelenése elétt fennall. A szivelégtelenség becsiilt
prevalencidja a felnétt populacidoban 1-2% koriili (~38 millio paciens), mortalitasa
igen magas, a 10 éves tulélés minddssze 10 %. Szadmtalan korkép okozhat
szivelégtelenséget, azonban népegészségiligyl szempontbol a legjelentdsebb okok
a diabétesz mellitusz, illetve az ateroszklerozis.

A diabétesz mellitusz (DM, a tovabbiakban: diabétesz) a szivelégtelenség
kialakuldsanak meghatarozo kockazati tényezdje, fiiggetleniil az életkortol, a
fennalld hipertoniatél vagy korondria-betegségtdl. Habar a megfeleld gliikoz-
kontroll csokkenti a kardiovaszkularis rizikot, a sziv-érrendszeri megbetegedések
eléforduldsa magasabb a diabéteszes populacidban, és mintegy 2-5-szOrds a
szivelégtelenség kockdzata. Definicio-szerlien a diabéteszes kardiomiopatia
(DKM) olyan bal kamrai diszfunkci6, mely az egyéb rizikdfaktoroktol
fiiggetlentil alakul ki cukorbetegekben, ¢és leggyakrabban diasztolés
diszfunkcidval €s szivizom-hipertrofiaval jar, illetve, eldrehaladott allapotban
hozzajarul, ugymint metabolikus eltérések, autonom idegrendszeri kéarosodas,

inflammaci6 és oxidativ stressz. Az elérhetd friss tanulmanyok szerint a



legfontosabb folyamatok a mitokondridlis karosodds, az endoplazmatikus
retikulumot ért stressz (ER-stressz) és a kalcium-homeosztazis zavarai. Jelenleg
nem all rendelkezésre specifikus gyogyszer sem a diabéteszes kardiomiopatia,
sem a diasztolés funkcidromlas kezelésére.

Az ateroszklerdzis kovetkeztében kialakuld koronaria-artéria betegség
(CAD) és iszkémias szivbetegség (ISZB) a szivelégtelenség leggyakoribb oka és
legfébb  rizikofaktora, a hipertonia mellett. Becslések szerint a
szivelégtelenségben szenvedd paciensek 70%-aban koronaria-betegség all fenn,
¢s az esetek legalabb 50 %-aban a CAD a szivelégtelenség primer oka. A
diszlipidémia mar onmagaban, AMI indukalasa nélkiil is a szivelégtelenség
kockazati tényezdjének tekinthetd. Az emelkedett szérum koleszterin-szint
kozvetleniil is Osszefliggésbe hozhatd a hipertoniaval, a megnovekedett erfali
merevséggel, illetve az emelkedett bal kamrai tomeggel és falvastagsaggal.
Aterogén ¢étrenden tartott allatmodellekbdl szarmazo kisérletes bizonyitékok
alapjan pedig a hiperkoleszterinémia szisztol€s €s diasztoles diszfunkcidt is okoz.

Az utdbbi évtized tanulmanyai alapjan az endothel-diszfunkcio és a cGMP-
PKG rendszer szerepe hangsulyosnak tiinik a kardialis diszfunkcio
patomechanizmusaban. A ¢cGMP-PKG szignalizacios kaszkad kardioprotektiv
utvonalak aktivitdsat noveli, igy farmakologiai befolyasoldsa terdpias
lehetoségeket kinal. A cGMP-PKG rendszer nitrogén-monoxid (NO), vagy
natriuretikus peptid (NP) utvonalon torténd aktivalasa vazodilatativ és vaszkulo-
protektiv hatasokat kozvetit, amely mar onmagdban kedvez6 a szivizomra mind
1szkémias, mind nyomas-vagy volumenterhelt allapotokban. E hatdsok mellett az
utobbi évek kutatasai megerdsitik a cGMP-PKG rendszer direkt miokardialis anti-

remodellacios ¢€s diasztologiat befolyasoldo szerepét. A PKG foszforilacids

crer
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talalhatdo specifikus aminosavak foszforilaldsaval befolyasolja a fehérje

elaszticitasat, ezaltal csokkenti a miofibrillumok passziv fesziilését, merevseégét.
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Ugyanakkor bizonyitott az is, hogy a cGMP-PKG rendszer aktivalasa képes
a foszfolamban szabalyzo-fehérje foszforilalasara, igy a SERCA pumpa
mikddésének serkentésére, ezaltal hozzdjarulva a kardiomiocitdk elernyedési
funkciojahoz.

Az intracellularis cAMP ¢és cGMP szintjét a foszfodiészteraz enzimek
(PDE-K) regulaljak. A PDE-k gatlasaval létrehozott cGMP-szint emelkedés
kardioprotektiv hatdsa terapiasan kiaknazhato szivelégtelenségben és pulmonalis
hipertonidban. Az utvonallal kapcsolatos legijabb eredmény a PDE9A enzim
szerepének igazolasa. A PDE9A els6sorban a natriuretikus peptid utvonalon
1étrejové cGMP lebontasaért felelds, ¢s up-regulalodik a human miokardiumban
hipertrofia €és szivelégtelenség fennallasakor. A PDE9A gatldsa ugyanakkor
visszafordithatja a nyomdasndvekedés kovetkeztében kisérletesen kialakitott
szivbetegséget, NO-fliggetlen Gtvonalon. Az enzim expressziojat ateroszklerozis
¢s diabétesz kapcsan azonban még nem vizsgaltak.

A kismolekulaja BGP-15 jelt gyogyszerjelolt (O-(3-piperidino-2-hidroxi-
1-propil)-nikotinsav-amidoxim) magyar eredetii originalis molekula. A BGP-15
jelenleg vaz- €s szivizom hatdsai miatt tart szdmot a legnagyobb tudomanyos
érdeklédésre, az utobbi években ilyen témdju publikaciok igen rangos
folyoiratokban jelentek meg. Izomdisztrofiaban szenvedd, mdx egereken Gehrig
es mtsai (Nature, 2012) leirtak, hogy a BGP-15-kezelés javitotta az izomerot és a
kontraktilitdst harantcsikolt izmokon, csokkentette a kyphosist, tovabba
megnovelte az allatok élettartamat, amelyet a hsp72 hdsokk-fehérje indukalasaval
¢s a SERCA pumpa funkcidjanak meg0Orzésével magyaraztak. Sapra és mtsai
(Nature Communications, 2014) transzgénikus, szivelégtelen-pitvarfibrillalo
egérmodellt hoztak létre, melyen 4 hétig tarto (napi 15 mg/ttkg) BGP-15-kezelés
csOkkentette a pitvar megnagyobbodasat, szignifikansan javitotta a szisztolés
funkciot, csokkentette a kollagén-1 expresszidt, tovabba megeldzte az aritmiak

kialakulédsat. A fenti két vizsgalat alapjain Kennedy és mtsai megerdsitették, hogy



a BGP-15 protektiv hatassal bir mind a vazizom, mind a szivizom funkcibira, de
eltéro, és csak kis részben felderitett mechanizmusok altal.

A BGP-15 szivizomra gyakorolt hatasa és a mogottes hatdsmechanizmus
tovabbra is kérdéses, illetve a fentiek alapjan kiilonféle betegség-modelleken

eltérd lehet, igy folyamatban 1évé vizsgalatok targya.

1.2. Célkitiizések
A fentiek alapjdn munkéank soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. A 2-es tipust diabétesz mellitusz soran kifejlodo kardialis diszfunkcio
értékelése Goto-Kakizaki patkanymodellen, valamint a BGP-15 gyogyszerjelolt
kardiovaszkularis hatasainak  0Osszehasonlitdsa ismert, pleiotrop hatasa
antidiabetikumokkal.

Kisérleteinkhez Wistart kontroll, diabéteszes GotoK, valamint BGP-15-,
metformin-  és  pioglitazon-kezelt ~ GotoK  allatokat  alkalmaztunk;
echokardiografiaval vizsgaltuk a kardialis paramétereket, értékeltiik az endothel-
fliggd vazorelaxaciot, illetve vizsgaltuk a PKG utvonal aktivitasat a VASP protein
foszforilacigjan keresztiil; tovabba meghataroztuk a SERCAZ2a, foszfolamban és

PDE9A proteinek expresszigjat.

2. Az ateroszklerozis talajan kialakult kardidlis diszfunkcio részletes
echokardiografias leirasa hiperkoleszterinémias CAL-NZW nyul modellen, az
endothel-fiiggé vazorelaxacid és a cGMP-PKG-PDE9A jelatviteli tutvonal
vizsgalataval.

A vizsgalatokhoz egészséges kontroll €s aterogén étrenden tartott (HC)
nyulakat hasznaltunk fel, majd hagyomanyos-, Doppler- ¢és STE
echokardiografiaval értékeltiik a szivfunkciot, meghataroztuk az endothel-fiiggd
vezorelaxaciot, vérvételt €s szovettani festéseket végeztiink, tovabba vizsgaltuk a
cGMP-PKG jelatviteli utvonal aktivitasat, végiill a VASP ¢s PDE9A fehérjek

expressziojat.



2. Anyagok és médszerek

2.1. A Goto-Kakizaki diabéteszes patkanymodell

A patkanymodelleken végzett vizsgalatokhoz Goto-Kakizaki altérzsbol
szarmazé diabéteszes allatokat, kontrollként pedig ennek hatterébdl, a Wistar
torzsbol szarmazo egészséges patkanyokat hasznaltunk. A patkanyokat a Charles
River Laboratories Inc. disztribatoratol, az AnimalLab Kft-t61 szereztiik be (Vac,
Magyarorszag). Az Eurépai Unié 2010/63/EU azonositoszamil eldirasanak
megfeleléen minden allat humanus banasmodban részesiilt, kezelésiiket és a
kisérleti procedurakat megfeleld szakképesitéssel rendelkezd személyzet végezte,
a tanulmanyt a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga 25/2013 DEMAB szammal
vette nyilvantartasba, valamint a Hajdu-Bihar Megyei Mez6gazdasagi
Szakigazgatasi Hivatal  Elelmiszerlanc-biztonsagi és  Allategészségiigyi

[gazgatosaga engedélyezte.
2.2. A Goto-Kakizaki patkanymodell-tanulmdany kisérleti protokollja

A 12 hetes GotoK ¢s Wistar patkdnyokat beérkeztetésiik utan 2 héttel
random moédon 5 alcsoportra osztottuk (n=6/csoport): (I) egészséges Wistar
(Kontroll) csoport, vivOanyag-kezelés; (II) GotoK diabéteszes csoport,
vivOanyag-kezelés (,, hatoanyaggal kezeletlen csoport”); (111), GotoK+BGP15
csoport, napi 10 mg/ttkg peroralis BGP-15-kezelés; (IV) GotoK+MET csoport,
napi 100 mg/ttkg peroralis metformin-kezelés; (V) GotoK+PIO csoport, napi 10
mg/ttkg peroralis pioglitazon-kezelés. A kezelések megkezdése elbtt és a
végpontban az allatok farokvéndjabol vért vettiink a szérum gliikoz- €s inzulin-
szintek meghatarozasahoz. Az allatok sulyat minden héten lemértiilk a pontos
hatdéanyag-dozisok kiszamitdsdhoz. A kezeléseket oralis szondazéssal (,,gavage”)
végeztiik, minden reggel, 12 héten keresztiil. A végpontban vért gyiijtottiink a
farokvénabol, majd echokardiografias vizsgalatokat végeztiink. Ezutan mély

(100/10 mg/ttkg) ketamin-xylazin anesztézia alatt thoracotomiat végeztiink, a



szivet kimetszettiik, Ca®*-mentes Krebs-oldatban feldaraboltuk, majd azonnal
folyé¢kony nitrogénen lefagyasztottuk és -80 °C-on eltaroltuk. A kimetszett aorta
thoracicat jéghideg Krebs-oldatban szallitva rogton felhasznaltuk az endothel-

fliggd vazorelaxacid vizsgalatahoz, ex vivo.
2.3. A hiperkoleszterinémias (HC) nyul modell

A kisérletek masodik fazisdhoz 2700-3000 g stulyu, 20 hetes him nyulakat
hasznaltunk fel, melyeket a Jurasko Kft-tdl (Debrecen) szereztiink be. Az altalunk
felhasznalt nyulak a New-Zealand fehér (NZW) és a Kaliforniai (CAL) fajtak
keresztezésébdl szarmaztak, emiatt a szokasosan hasznalt New-Zealand fajtadhoz
képest eleve nagyobb testzsir-szazalékkal rendelkeznek, illetve hizékonyabbak.
Mivel a kisérleteinknél elsOdleges cél volt a koleszterin-értékek emelése,
feltételeztilk, hogy ezen nyullfajta hasznalata elénydsebb lehet, mint a
hagyomanyosan hasznalt New-Zealand allatok bevonasa. A Kontroll csoport
normal ragcsalotapot kapott, mig a hiperkoleszterinémias (HC) csoportot
materogén” diétara allitottuk. Az Gn. aterogén ragcsalotap a normal taphoz képest
1% hozzéaadott koleszterint és 1% hozzaadott telitett zsirt tartalmazott. A
laboratoriumi allatok humanus banasmodban részesiiltek, tovabba az 0Osszes
kisérletet a 2010/63/EU ,,Principles of Laboratory Animal Care” direktivaval
Osszhangban végeztilk, és a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaga altal engedélyeztettiink (25/2013 DEMAB; 2014 januar 29.).

2.4. A nyulmodell kisérletek protokollja

Az allatokat a beérkezésiik utan 2 héttel (akklimatizacid), véletlenszeriien
2 csoportra osztottuk: A Kontroll (I) csoport (n=9) normal ragcsaldtapot kapott; a
HC (IT) csoport (n=9) pedig aterogén tapot, 4 hdnapon keresztiil. Az allatok stlyat
a kezdeti- és a végpontban is regisztraltuk (0. és 16. hét). A végpontban vérvétel
tortént az allatok marginalis fiilvéndjabol, majd echokardiografids vizsgalatot
végeztiink. Ezutan ,,mély” anesztézia alatt (ketamin-xylazin, 100/10 mg/ttkg)

thoracotomiat végeztiink, majd szervmintdkat izolaltunk Ca?*-mentes Krebs-
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oldatban (sziv, bal kamra, aorta thoracica, vese, tiid6), morfometriai
vizsgalatokhoz. Az aorta thoracicat kimetszettilk, a felsd szakaszit 4%-0s
formalin-oldatban eltaroltuk, az alsébb szakaszt pedig jéghideg Krebs-oldatba
helyeztiik, majd azonnal felhasznaltuk az ex vivo vaszkularis mérésekhez. A bal
kamrat folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottuk a késébbi molekularis

biologiai mérésekhez.
2.5. Vegyszerek

Minden reagens, alapanyag, antitest, s €s pufferoldat, melyeket a Western
blot vizsgalatok, szovettani festések és assay-k soran hasznaltunk, a Sigma-
Aldrich-Merck (Darmstadt, Németorszag) vagy az Abcam (Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag) beszallitoktol eérkezett. Az ex vivo vaszkularis vizsgalatokhoz
norepinefrin-hidrokloridot (Arterenol®), acetil-kolin-kloridot és adenozin 5°-
trifoszfat-hidratot, valamint médositott Krebs-puffert hasznaltunk. A Krebs-oldat
Osszetétele: 118 mmol/l NaCl, 4,7 mmol/l KCI, 2,5 mmol/l CaCl;, 1 mmol/l
NaH,PO4, 1,2 mmol/l MgCl;, 24,9 mmol/l NaHCO3, 11,5 mmol/l gliikdz, és 0,1
mmol/l aszkorbinsav; bidesztillalt vizben oldva és karbogén gazzal szellGztetve.
A vaszkuléaris vizsgélatokhoz hasznalt gydgyszerhatéanyagokat ebben a
pufferben oldottuk fel vagy higitottuk ki. Az szervmintakat (aorta, szivizom, vese,
maj) CaCly-mentes Krebs-pufferben izolaltuk a tovabbi felhasznalashoz. A Goto-
Kakizaki allatok kezeléséhez felhasznalt metformin-hidrokloridot és pioglitazon-
hidrokloridot, valamint a BGP-15-6t (O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-propil)-
nikotinsav-amidoxim) Sigma-Aldrich-Merck Kft-t6l (Darmstadt, Németorszag)
szereztik be. Az oralis szondazashoz (,,gavage” technika) a hatéanyagokat
hidroxietil-celluloz nyak és desztillalt viz 1:5 elegyében oldottuk fel, minden

kezelés elott, frissen.
2.6. Morfometria, vérvétel és metabolikus paraméterek

A patkdnyok sulyat hetente lemértiik, a pontos hatdanyag-dozisok

kiszamitasa végett (0.-12. hét). A kezdeti- és végpontban, egy ¢éjszakan at tarto
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¢heztetés utan a farokvénabol vérvétel tortént, majd a szérum gliikkozt Accu-Chek
vércukormérével (Roche Diagnostics, Risch, Svajc) hataroztuk meg. A maradék
mintat 4 °C-on, 2 percig 10000 G-n centrifugaltuk, a plazmat lefagyasztottuk és -
80 °C-on eltaroltuk. A plazma inzulin-szintet radio-immuno-assay (RIA) Kittel
hatdroztuk meg (RK-400CT, Magyar Tudomanyos Akadémia Izotdpkutatd
Intézet). A HOMA-IR indexet (Homeostasis Model Assessment of Insulin
Resistance) az aldbbi képlettel hataroztuk meg: HOMA-IR = ¢homi inzulin
(WU/ml) x éhomi gliikdoz (mmol/ml)/22,5; mig bétasejt funkciot (HOMA-B
index) a kovetkez6 formulaval: HOMA-B = 20 x éhomi inzulin (u[U/ml)/éhomi
gliikéz (mmol/ml) — 3,5. A masik kisérletsorozatban a nyulak stlymérését a
kezdeti €s a végpontban végeztiik el (0., 16. hét.). A 16. hét leteltével egy ¢jszakan
at tarto ¢heztetés utan vért vettiink a marginalis fiilvénabol Vacutainer Plast SSTII
csovekbe (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). A szérum
lipid- és inzulin-szintek, majenzimek és egyéb markerek meghatarozasa a
Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetének jovoltabol tortént. Az
inzulin-szintet Liaison XL DiaSorin platformon (DiaSorin Inc., Stillwater, MN,
USA) hataroztdk meg. A tobbi ,rutin” paramétert Roche Cobas Integrated
Platform (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszdg) rendszer
segitségével mérték. A meghatarozott lipid-paraméterek: Ossz-koleszterin
(TChol), low-density lipoprotein (LDLc), high-density lipoprotein (HDLc),
apolipoprotein A és B (ApoA és ApoB), valamint triglicerid (TG). M4ajenzimek:
aszpartat-transzaminaz (AST) és alanin-transzaminaz (ALT). Egyéb markerek:
kreatinin, troponin T, kreatin-kinaz MB izoforma (CK-MB) és C-reaktiv protein
(CRP). Az aterogén-index (0ssz-koleszterin/HDLc) és ApoB/ApoA arany
kiszamitasat 1s  elvégeztik. A  szérum  NT-pro-BNP-t ,sandwich
electrochemiluminescence immunoassay” (ECLIA) mddszerrel hataroztak meg,

Roche Cobas Integrated Platform segitségével.



A nyul-kisérlet végpontjaban mély anesztézia alatt (ketamin/xylazin, 75/5
mg/ttkg) végzett thoracotomia utan a szivet izolaltuk, tomegét lemértiik, majd a
papillaris izmok magassagaban elmetszettiik, az apikalis részt 4%-0s formalin-
oldatba helyeztiik, a bal kamra egy darabjat (mindig ugyanazon régiobol) pedig
azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben, és -80 °C-on eltaroltuk a késdbbi
molekularis biologiai technikdkhoz. A vese- és tidémintdk tomegét lemértiik
(nedves tomeg), majd szaritészekrényben 60 °C-on egy ¢€jszakan at teljesen
kiszaritottuk, €s a tomegiiket Gjra lemértiik (szaraz tomeg). Az aorta thoracica
felsobb harmadat 4 %-os formalinba helyeztiik a késdbbi szovettani festésekhez.
A jobb tibiat kimetszettiik, megtisztitottuk, majd a hosszat (cm) lemértiik, igy az

egyes szervek tomeget — a testtomeg mellett - tibia-hosszra is tudtuk normalizalni.
2.7. Echokardiogrdfia

Az echokardiografids képalkotast (TTE) GE Vivid E9 ultrahang-
késziilekkel végeztikk (GE Healthcare, New York, USA) mindkét allatmodell
esetében, azonban mdas-mds transzducerrel és beallitdsokkal. A patkdnymodell
vizsgalatahoz 113L tipusu, un. lineéris transzducert hasznaltunk, 14 MHz
frekvencian. A  patkanyokat el6zetesen elboditottuk  ketamin-xylazin
kombinacioval (i.m., 50/5 mg/ttkg), majd a mellkasi szOrzetet elektromos
szOrnyiroval eltavolitottuk, és az allatokat haton fekvo helyzetbe pozicionaltuk. A
nyul modell esetében 12S-D ,,szektor” tipusu transzducert hasznaltunk 12 MHz
frekvencian. Az anesztéziat ketamin-xylazin kombinacioval végeztik (i.m., 35/3
mg/ttkg), a sternalis szOrzetet eltavolitottuk, és az allatokat oldalt fekvo helyzetbe
helyeztiik. Ett6l a ponttol a két allatmodellen ugyanazt a képalkotasi protokollt
kovettiik, 6sszhangban az American Society of Echocardiography ajanlasaval.
ElsOként parasternalis hossztengelyi metszetben (PLAX) 2D és M-mod
echokardiografiaval vizualizaltuk az aortat és a bal kamrat, valamint a pitvart. A
papillaris izmok magassagdban M-mod felvételt készitettiink a falvastagsagok ¢€s

a bal kamra tiregének meghatarozasahoz szisztoléban és diasztoléban (bal kamrai



hatso fal vastagsaga, interventrikularis szeptum vastagsadga, bal kamra belso
atmérdje, frakcionalt rovidiilés és ejekcids frakcid meghatarozasa). Az aortagyok
folott lemértiik az aorta atmérdjét, majd a pitvart a legnagyobb szélességénél.
Ugyanezeket a felvételeket rovid tengelyi nézetbdl (SAX) és elkészitettiik a
pontosabb meghatarozas végett. Ezutan apikalis 4 iiregli metszetbdl lemértiik a
mitralis billentyli szisztolés kitérését (mitral annular plane systolic excursion:
MAPSE), majd Doppler modban (pulsatile wave: PW) a mitralis bedramlési
sebességgorbéket. EbbOl a metszetbdl szoveti Doppler technikaval (tissue
Doppler imaging: TDI) meghataroztuk a lateralis €s a szeptéalis anulusok mozgasi
sebességét 1s a diasztolés funkcio értekelésére. A bal kamrai kidramlési traktus
(left ventricle outflow tract, LVOT) sebesség- ¢és nyomadasgradienseit is
meghataroztuk a Doppler technika alkalmazasaval. A nyul modell esetében
apikalis metszetekbdl 5 szivciklusnyi mozgdképet rogzitettiink a megfeleld frame
rate-en, majd offline, az STE technika alkalmazasaval Globalis Longitudinalis
Strain-t (GLS) hataroztunk meg, a kamrafal szegmenseinek manualis kijelolése
utan. Az adatokat merevlemezen eltaroltuk, majd elemeztiik EchoPAC PC
szoftver (ver. 112, GE Healthcare, New York, USA) segitségével. Néhany
paramétert utdlagos szamitasok segitségével szarmaztattunk. TDI felvételekbdl
nyert adatokbol Tei-indexet szdmitottunk a kovetkezd képlettel: Tei index =
IVRT+IVCT/ET; amely a bal kamrai globalis teljesitményt jellemzi. A bal kamra
tomegét az alabbi egyenlet segitségével kalkulaltuk: LVmass = 0.8(1,04((LVIDd
+ IVSd + LVPWd)3 * LVIDd3))) + 0.6; ahol LVIDd: bal kamrai végdiasztolés
atmérd, IVSd: interventrikularis szeptum atmérdje diasztoléban, LVPWd: bal
kamrai posterior fal vastagsiga diasztoléban. A bal kamrai remodellécio
geometriajat a relativ falvastagsag (relative wall thickness, RWT) szdmitasaval
becsiiltik meg: RWT = 2(LVPWA)/LVIDd; ahol a megnovekedett RWT
koncentrikus remodellaciot feltételez. Az eredményeket tablazatos 6sszefoglalas

utan statisztikai program segitségével értekeltiik.
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2.8. Vaszkularis meérések

A vaszkularis funkciés méréseket thoracotomiat kovetden végeztik el
mindkét allatmodell esetében. A kisérletek végpontjaban az allatokat i.m.
ketamin-xylazin kombinacioval (patkany: 100/10 mg/ttkg; nyal: 75/5 mg/ttkg)
mély anesztézia ald helyeztiik, majd a mellkast feltartuk. A sziv kimetszése utan
az abdominalis aorta proximalis részét azonnal jéghideg Krebs-oldatba helyeztiik,
majd 2 mm vastagsagu gytriiket készitettlink (minden allat esetében 4 gytrit).
Az érgyliri preparatumokat 10 mN el6feszitéssel egy rugods erdmeérd miiszerhez
kotoztiik egy 10 ml-es, Krebs-puffert tartalmazé szervkadban (Experimetria TSZ-
04, Experimetria Kft, Budapest), melyet karbogén géazzal szelldztettiink (95% O2
€s 5% CO2 elegye, 36 °C; 7,4-es pH-n). Az érgyliri izomkotegeinek izometrikus
kontraktilis erejét transzducer (Experimetria SD-01) ¢és rugds erdmérd
(Experimetria SG-01D) segitségével mértiik, és poligrafon (Medicor R-61 6CH
Recorder, Budapest) regisztraltuk. Egy 60 perces inkubacids periddust kovetden
noradrenalin (NA) koncentracio-hatas gorbét vettiink fel (0,1 nmol/l — 1 pmol/l-
1g), €s meghataroztuk a félhatasos koncentraciot (EC50). Ezt kovetden egy 60
perces mosasi periddus kovetkezett, majd ujra noradrenalit adtunk a rendszerhez,
éppen a félhatasos koncentracioban. Miutdn a kontraktilis erd stabilizalodott (pre-
kontrahalt allapot), acetil-kolin (Ach) koncentracio-hatas gorbét vettiink fel (0,1
nmol/l — 1 mmol/l-ig), az endothel-fiiggé vazorelaxacio mértékének
meghatarozasahoz (az eljaras élettani alapja, hogy acetil-kolin az eNOS
aktivalasaval NO-t szabadit fel az endotheliumbol). Mosas utan uja noradrenalin-
prekontrakcio kovetkezett, majd ATP koncentracio hatas-gorbét (0,1-100 umol/l)
is folvettiink (csak a nyulmodell esetében). Az egyes allatokbdl szarmazod
érgylirik adatait 4atlagoltuk. A noradrenalin hatdsat a kontraktilis erd
novekedésében mértiik (az 10 mN elbéfeszitéshez képest). Az Ach és ATP hatasat
az eredeti fesziilés (NA prekontrakcio) szazalékos valtozasaban fejeztiik ki és

abrazoltuk.
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2.9. Szovettani vizsgadlatok

Szovettani festéseket a hiperkoleszterinémias nytl modell kisérletek soran
végeztiink. A 4%-0s formalin-oldatban fixalt aorta-mintakbol paraffinba agyazas
utan 7 um vastagsagli metszeteket készitettlink, melyeket targylemezre
helyeztiink a HE-festéshez. Deparaffinalas utan (xilol, majd alkohol-sor), 15
masodperce hematoxilin-oldatba helyeztiik a metszeteket, majd differencialas (10
perc csapvizes mosas) utan 0,1%-os eozinoldattal és 1 csepp 2%-0s ecetsavval 4
percig inkubdltuk. 96%-0s etanolos Oblités utan a metszeteket viztelenitettiik
abszolut alkoholban, majd feddlemezzel lefedtiik. Az intima ¢és media
vastagsaganak fénymikroszkop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Németorszag), illetve morfometrias szoftver (Scion Corp., Torrance, CA, USA)

segitségevel tortend meghatarozasa utan intima/media aranyt hataroztunk meg.

A fibrotikus szévetek kimutatisosdhoz a miokardium-mintdkon Masson’s
trichrome festést alkalmaztunk, a gyartdé (Sigma-Aldrich) protokollja szerint.
Roviden: deparaffinalds utdn (xilol, majd alkohol-sor) utan Bouin’s oldatan
refixaltuk a metszeteket (7 um), majd 10 perces csapvizes mosas kovetkezett,
ezutan vas-hematoxillinnal 10 perces inkubalds és ujra csapvizes mosas. Ezt
kovetden 10 percig Biebirch (savas fukszin) festékben 10 perc inkubalas, mosas,
majd differencialas kovetkezett egy specidlis savban (foszfor-molibdén/foszfor-
wolfram-sav). A kollagén kék szinét ezutan anilin-kék festék és 1%-0S ecetsav
hozzaadasaval értiik el. Végiil a metszeteket viztelenitettiik abszolat alkoholban,

majd lefedtiik.
2.10. Western blot

A Western blot analizisket mindkét allatmodell esetében bal kamrai
miokardiumbol izolalt fehérje-mintdkon (300 mg) végeztikk el, tovabbd — a
nyulmodell esetében — aorta thoracica mintdkat (100 mg) is felhasznaltunk (csak
a PDE9A expresszidjdnak méréséhez). A fehérje-izolalashoz a mélyfagyasztott

szovetekbdl késes homogenizator (T10 basic Ultra-Turrax, IKA, Németorszag) €s
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proteaz-inhibitort tartalmazoé standard homogenizal6 puffer segitségével fehérje-
homogenizatumot készitettlink. A mintdk teljes fehérje-koncentraciojat
spektrofotométer (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag)
BSA-fehérjébdl higitasi sort készitettiink és abszorbancia-koncentracio standard
egyenest vettlink fel. A homogenizatumokbdl Laemmli-puffer hozzdadasaval
készitettiik el a végleges, vizsgdlando izolatumokat. A mintdkat 12%-0s SDS-
poliakrilamid gélen elektroforézissel szeparaltuk (120 V, 70-90 perc), majd a
geleket nitrocellul6z membranra transzferaltuk (100 V, 90 perc). A membranok
szabad kotohelyeit 120 percig TBS-T (tris-buffered saline: Trisz(hidroximetil)-
aminometan hidroklorid sdja (Tris-HCI), NaCl és Tween®-20 elegye) pufferben
feloldott 5%-0s BSA-ban blokkoltuk, majd a kérdéses fehérjének megfeleld
primer antitestekkel 4°C-on egy ¢€jszakdn 4t inkubdltuk. A primer antitesteket
(egérben, vagy nyulban termeltetett) a Sigma-Aldrich-Merck (Darmstadt,
Neémetorszag) €s az Abcam (Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag) gyartoktol szereztiik
be. A primer antitestek a kovetkezd fehérjékre voltak specifikusak: gliceraldehid-
3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH), foszfodiészteraz 9A (PDE9A), Protein Kinaz
G (PKG), vazodilator-stimulalt foszfoprotein (VASP), Ser239-foszfo-
vazodilator-stimulalt foszfoprotein 16C2 klon (pVASP), szarko/endoplazmatikus
retikulum ATPaz 2a (SERCA2a), foszfolamban (PLB), Serl6-foszfo-
foszfolamban (pPLB). A foszforilalt fehérjéket detektdldo primer antitestekbdl
azokat valasztottuk, melyeknél a gyarté garantdlta, hogy kizarolag az adott
aminosavon foszforilalt fehérjét ismeri fel, a teljes, foszforildlatlan format nem.
Az antitesteket a beszallitd altal javasolt koncentraciokban, tipikusan 1:1000 —
1:5000 higitasban alkalmaztuk. A protokoll masodik napjan 3*15 perc TBS-T
mosas utan a membranokat a megfeleld (anti-egér, vagy anti-nyul) szekunder,
HRP-konjugalt (horse-raddish peroxidase, tormaperoxidaz-enzim-kapcsolt)
antitestekkel (1:10 000) inkubaltuk 90 percig, 3% BSA-t is tartalmazd TBS-T
pufferben. Mosast kovetéen 3 ml ECL-szubsztratot (Enhanced Chemiluminescent
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Substrate) csepegtettiink a membranokra (2 percig), mely a tormaperoxidaz
hatasara fényt emittal, igy az egyes jelolt proteinek detektalhatova valtak C-
Digit® blot szkenner ¢s Image Studio Digits ver. 5.2. szoftver (LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, USA) segitségével. Az egyes fehérjék expresszios szintjét a detektalt
fény intenzitasabol szarmazoé pixel-denzitas jelezte. Denzitometrias analizis utan
a keresett fehérjék képének pixel-siirliségét minden minta esetében a megfeleld,
azonos mintdbol szarmazd haztartasi-fehérje, a GAPDH pixel-denzitasara
normalizaltuk. Az adatokat 3 megismételt kisérletbél atlagoltuk, majd

statisztikailag elemeztiik és dbrazoltuk.
2.11. cGMP-szint meghatarozasa

A miokardialis cGMP-szintet a nyul modell esetében tudtuk meghatarozni,
bal kamrai mintakbol, direkt kompetitiv immunoessz¢ segitségével (Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag). A modszerhez a gyarto 4ltal biztositott standard
CGMP-b6l higitasi sort készitettiink, €s a miokardium-mintakat 0,1 M-0S
sosavban homogenizaltuk. A méréseket G-proteinnel bevont (antitestet kitod),
specialis 96-iiregli plate-en, spektrofotométer segitségével végeztiik. A modszer
kompeticion alapul, a mintaban talalhaté ismeretlen mennyiségli cGMP verseng
a hozzaadott standard HRP-konjugalt cGMP-vel, a cGMP-specifikus antitest
szabad kotohelyeiért. Kimosas és HRP-szubsztrat hozzdaddsa utan az optikai
denzitast 450 nm-en leolvasva (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Ortenberg,
Németorszadg), az abszorbancia forditottan aranyos a minta cGMP-
az adatokat atlagoltuk, €s a gyart6 altal megadott egyenlet segitségével ,,pmol/mg

szOvet”-ben fejeztiik ki.
2.12. Statisztikai elemzések

Az eredményeket atlag=SEM-ben (standard error of the mean) adtuk meg.
Az adatokat elsdként normalitis-vizsgalatnak vetettiik ald (D’ Agostino-Pearson

omnibus normalitas-teszt). Ha csak 2 csoportot hasonlitottunk 6ssze (nyulmodell-
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kisérletek) kétmintas, parositatlan t-probat (Student’s t-test) alkalmaztunk, illetve,
ha az adatok nem normal-eloszlast kovettek, Mann-Whitney tesztet hasznaltunk
a kilonbségek megallapitdsara. A tobb csoport Osszehasonlitdsat igényld
statisztikai elemzésekhez (patkanymodell-kisérletek) a kis elemszdm (n=6) miatt
Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk, Dunn’s post-hoc analizissel. A kiilonbségeket
akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p értéke 0,05-nél kisebb, tovabba, a *-0k
szamaval jeleztiik a szignifikancia szintjét a kontrollhoz képest, ahol: *: p < 0.05;
¥ p < 0.01; ***: p <0.001; és ****: p < 0.0001. Néhany modszer esetén a p
értékét pontosan megadtuk.
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3.  Eredmények

3.1. A Goto-Kakizaki patkanymodell-kisérletek eredményei
3.1.1. Metabolikus paraméterek

A GotoK allatok (kiilondsen a GotoK+MET csoport) kezdeti testtomege
alacsonyabb volt a korban illesztett Wistar kontroll allatokénal, az irodalmi
adatokkal egyezden. A metformin-kezelt allatok testsulya gyarapodott a legkisebb
mértékben a kezelések végére (12. hét), mig a pioglitazon-kezelt patkanyok sulya
ndtt leginkabb, igy a végpontra ezen két csoport allatainak tomege szignifikansan
eltért (361,7+12,27 vs. 411,3+£10,40 g). Az éhomi plazma-gliik6z minden GotoK
allatban emelkedett volt a Wistar kontrollhoz képest, tovabba, habar minden
antidiabetikum csokkentette a gliikkoz-szintet, csak a pioglitazon-kezelt allatok
értékei mutatkoztak szignifikdnsan alacsonyabbnak a GotoK csoportéhoz
viszonyitva (13,62+0,6256 vs. 7,880+0,3121 mmol/l). A GotoK allatok HOMA-
IR indexe szignifikansan ndtt a Wistar kontroll csoport HOMA-IR értékéhez

képest, mely inzulin-rezisztenciat jelez.

3.1.2. Endothel-fiiggé vazorelaxdcio

s

A Wistar allatok esetében 10 umol/l koncentracioju acetil-kolin az eredeti,
10 nmol/l noradrenalinnal kivaltott eléfesziilés mértékében mintegy 50 %-0S
csokkenést okozott. A GotoK csoport allataiban csokkent az acetil-kolin altal
eldidézett vazorelaxacio (mintegy 25 %) a Wistar allatokhoz viszonyitva, de ez
nem érte el a szignifikancia szintjét az alkalmazott koncentracid-tartomanyban
(valosziniileg a kis elemszam miatti statisztikai proba szigortisaga miatt). A BGP-
15- és metformin-kezelések nem okoztak szignifikans valtozast az endothel-fiiggd
relaxacio mértékében (a metformin-kezelés esetében tendencia megfigyelhetd),

ezzel ellentétben a pioglitazon-kezelés szignifikansan novelte az Ach-ra adott
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valaszt a kezeletlen GotoK csoporthoz viszonyitva, 100 nmol/l és 1 pmol/I

koncentraciokban.

3.1.3. Echokardiografia

A 12. hét végére az echokardiografiaval értékelt diasztolés szivfunkcio
szignifikdnsan romlott a GotoK csoportban a Wistar kontrollhoz képest. A
diasztolés diszfunkciot jelzi a TDI-vel mért e’/a’ ardny csokkenése a GotoK
csoportban (p = 0,0386 vs. Wistar), amely a kamrafal csokkent passziv
elernyedési képességere utal. Ezt megerdsiti az E hullam, valamint az E/e’ arany
szignifikans novekedése (p = 0,002 és p = 0,0045 vs. Wistar), mely a
megnovekedett kamrai toltdnyomast jelzi. Az ejekcio idotartama (ET) jelentdsen
megrovidiilt a GotoK csoportban (p = 0,05 vs. Wistar), tovabba a kidramlési
palyan mért sebesség is emelkedett (LVOT Vmax). A fentebb leirt paraméterek
mindegyike szignifikansan valtozott a BGP-15-kezelt csoportban. Az e’/a’ arany
nétt (p = 0.0023 vs. GotoK), az E és A hullamok magassaga lecsokkent (a Wistar
allatoke€hoz hasonlo értékre), az E/e’ ardny, tehat a toltdbnyomas csokkent (p =
0,0019 vs. GotoK). Az ejekcié idétartama megnott, ezaltal a Tei-index
szignifikdnsan javult (p = 0,0147 vs. GotoK), amely a globalis kardialis funkcid
javulasat jelzi. A szisztolés funkciot jelzd paraméterek érdemben nem valtoztak a
kezelések sordn. A metformin-kezelt csoportban az e’/a’ arany, illetve a
kidramlasi palya sebessége meglrzott volt, de tovabbi paraméterek nem
kiilonboztek szignifikansan a GotoK csoport értékeitdl. A pioglitazon-kezelésnek
egyaltalan nem volt hatasa az echokardiografidval meghatdrozott kardialis

funkciodra.

3.1.4. Western blot
A bal kamrai mintakbdl szarmaz6 fehérje-izolatumokon foszfo-specifikus
antitestekkel végzett Western blot analizisek eredményeit az aldbbiakban

foglalhatjuk Ossze: a foszfolamban (PLB) és VASP fehérjék szintjében és
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foszforilaltsagban jelentds kiilonbségeket taldltunk a csoportok kozott. A
Serléfoszfo-foszolamban ardnya a nem-foszforilalt formahoz képest (pPLB/PLB)
szignifikansan lecsokkent a kezeletlen GotoK csoportban (p = 0,0171 vs. Wistar).
Ugyanakkor a foszforilalt fehérje aranya szignifikansan nétt a BGP-15-kezelt
GotoK allatok miokardiumaban (p = 0,0348 vs. GotoK). A metformin-kezelés
hasonl6 tendenciat hozott (p = 0,1432 v. GotoK). Mivel a VASP fehérje 239-es
szerin aminosava a Protein Kinaz G foszforilacids célpontja, a >¢?3%foszfo-VASP
/total VASP aranyokat is vizsgaltuk. A foszforilalt VASP/total VASP aranya a
foszfolamban fehérjéhez hasonldé mintazatot kovetett, vagyis a BGP-15-kezelt
csoportban szignifikdinsan megndtt a kezeletlen allatokéhoz viszonyitva (p =
0,0094 vs. GotoK). A metformin-kezelés ebben az esetben is hasonl6 tendenciaval
jart (p = 0,0877 vs. GotoK). A SERCA2a expresszidja nem kiilonbozott
PDE9A expresszidja a GotoK csoportban volt a legmagasabb, a BGP-15-kezelt
csoportban pedig alacsonyabb, ezek a kiillonbségek nem érték el az elére definialt

szignifikancia-szintet (p < 0,05).

3.2. A nyulmodell-kisérletek eredményei
3.2.1. Echokardiografia

A 16 hétig tartd aterogén diéta utan jelentds kiilonbségeket észleltiink a
Kontroll és HC csoportok echokardiografias paraméterei kozott, elsdsorban a
diasztologia tekintetében. A HC csoportban a bal pitvar teriilete (p < 0,0001), a
bal kamra tomege (p = 0,0005), relativ falvastagsaga (p = 0,005), tovabba a
kiaramlasi palya sebessége (p < 0,0001) és nyomasgradiense (p < 0,0001)
szignifikdnsan emelkedett, ezen paraméterek a megndvekedett toltébnyomasra,
valamint kamra-hipertrofiara és aorta-sztenozisra utalnak. Az ejekcios frakcio
szignifikansan csokkent a Kontrollhoz képest (p = 0,0026), de még a fiziologias

tartomanyban maradt. A Doppler echokardiografiaval meghatarozott értékek

18



kozil kitinik az E/A és TDI e’/a’ hanyadosok csokkenése (p < 0,0001 és p =
0,002), a deceleracios ido (p = 0,0002) és az izovolumetrias kontrakcios 1do
megnyulasa (p < 0,0001), valamint az E/e’ arany ndvekedése (p = 0,0002) a HC
csoportban, mely paraméterek érzékenyen jelzik a diasztolés funkcidzavart és az
emelkedett toltdnyomast. A globalis teljesitményt jelzé Tei-index szignifikansan
romlott a Kontroll csoporthoz viszonyitva (p < 0,0001). A Speckle Tracking
echokardiografia soran a globalis longitudinalis szisztolés kamrafunkciot a GLS
(Global Longitudinal Strain) értékkel jellemeztiik. A GLS negativ iranyu, a
miokardium rostjainak maximalis 6sszehtizodasat (,,tomorodését”) mutatja meg
az eredeti (relaxalt) allapothoz képest. A GLS értéke az egészséges 20 % folott
értékrol 16 % koriilire csokkent a HC csoportban (p = 0,0007), mely az ejekciods

frakcional specifikusabban jelzi a kezd6do szisztolés elégtelenséget

3.2.2. Morfometria

A HC csoport allatai szignifikdnsan magasabb testsulyt értek el a aterogén
étrenddel végzett kezelés végére a Kontrollhoz képest (4153+86. vs. 3064+87 Q)
A bal kamra (BK) tomege is nott, melyet a testsulyra és — egy standardizaltabb
paraméterre — a tibia hosszara is normalizaltunk (0,828+0,038** vs. 0,605+0,046)
A tiid6 és vese nedves/szaraz tomegaranyaiban nem talaltunk eltérést a csoportok
kozott, amely arra utalhat, hogy a szovetek kozott még nem jelent meg jelentds

mértékt 6déma.

3.2.3. Szérum paraméterek

A vérvételek eredményei alapjan a HC allatok lipid-paraméterei (Ossz-
koleszterin, LDL, ApoB: p < 0,0001), majenzim-értékei, valamint a C-reaktiv
protein (CRP) (p = 0,0359) és troponin T értékek (p = 0,0092) szignifikansan
kiilonboztek a Kontroll nyulak paramétereitél. A HC éllatokban teh4t markéns
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hiperkoleszterinémia, illetve enyhébb szisztémas gyulladas (CRP) volt

tapasztalhato.

3.2.4. Endothel-fiiggo vazorelaxdacio és PDE9 expresszio az aortaban

Az izolalt érgyliriikon végzett vizsgalatok eredményei alapjan a noradrenalinra
adott valasz szignifikansan eltért a csoportok kozaott, ugyanis 10 €s 100 nmol/l-es
koncentracidknal szignifikdnsan gyengébb kontrakcios valasz volt tapasztalhato
a HC csoportban. Az acetil-kolin mindkét csoportban relaxaciot okozott (a
prekontrakciohoz képest) 1 pmol/l-es koncentracioig, efolott kontrakcidt valtott
ki a preparatumokon. Az aterogén étrenden tartott allatok érgytiriii szignifikdnsan
kisebb mértékili relaxaciot produkaltak, minden koncentracio-tartomanyban. A
Hill-egyenlet illesztése utdn meghatarozott Emax csokkent (50,9+9,48 vs.
93,67+2,66, HC vs. Kontroll), mig a logECso kismértékben nétt (-7,59+0,16 vs. -
8,62+0,36, HC vs. Kontroll) a HC csoportban, a Kontrollhoz viszonyitva. Az ATP
szignifikdnsan nagyobb mértékii relaxaciot valtott ki a Kontroll csoport
preparatumain a HC csoporthoz képest, tehat az aterogén diéta az ATP-indukalta
relaxaciét is rontotta, a ,klasszikus”, acetil-kolinnal vizsgalt endothel-fiiggo
relaxaci6 mellett. Az HC allatok torakalis aorta-mintaiban a PDE9A expresszioja

szignifikansan emelkedett a Kontroll csoporthoz viszonyitva (p < 0,0001).
3.2.5. Szovettani festések

Az aortak metszetein végzett hematoxilin-eozin festés soran lathatova
valtak a habos sejteket tartalmaz6 plakkok. A plakk nélkiili, kontroll erek initmaja
nagyon veékony, az intima/media ardny kicsi, mig az ateromas 1€zi6 miatt a HC
allatok mintaiban az intima/media arany szignifikansan megndtt (1,6234+0,079 vs.
0,043+0,004). A Masson’s trichrome festést tdjékozddasi, reprezentativ céllal

készitettiik, kisszdmu mintan. A festések soran - kék szinnel - fibrotikus
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szovetnyomok detektalhatoak a HC allatok bal kamrai miokardiumaban, mig ezek

a Kontroll mintakban nem tinnek elo.

3.2.6. Western blot és miokardidlis cGMP-szint

A HC allatok bal kamrai mintaiban a PDE9A expresszioja tobbszordse volt
a Kontroll mintdkban meghatarozott szintnek (p < 0,001). Mind a foszforilalatlan
VASP protein, mind a 5?3*foszfo-VASP (pVASP) expresszidja emelkedett a HC
csoportban a Kontrollhoz viszonyitva, de a pVASP/VASP ardny nem valtozott,
amely valtozatlan Protein Kinaz G aktivitast feltételez. Ezt alatdmasztja a
miokardialis cGMP szintje is: nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a Kontroll
¢s HC allatok cGMP-szintjei kozott. Ezzel ellentétben a PKG fehérje expresszidja
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a HC csoportban (p < 0,001), igy —
eredményeink alapjdn - a megnOvekedett expressziot nem kovette az

enzimaktivitas emelkedése.
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4. Megbeszélés

4.1. A Goto-Kakizaki patkanymodell eredményeinek megbeszélése

A GotoK allatok — a vartnak megfeleléen — emelkedett éhomi gliikoz- és
inzulinszintekkel rendelkeztek, illetve inzulin-rezisztensek voltak (HOMA-IR).
Az alkalmazott hatéanyagok koziil, kisérleti elrendezésiinkben csak a pioglitazon
tudott kifejteni szignifikans mértékli szérum gliik6zszint-csokkentést, habar
kismértékben a BGP-15- és metformin-kezelt allatok gliikdz-szintje is
alacsonyabb volt. A pioglitazon szignifikdnsan javitotta az izolalt aortagytriik
acetil-kolinra adott valaszat, vagyis az endothel-fliggd vazorelaxaciot, melyre a
metformin-kezelés csak kis hatassal volt az alkalmazott koncentracio-tartomanyt
vizsgdlva. A BGP-15-kezelésnek nem volt hatdsa a vazorelaxaciora. A
pioglitazon kedvezd hatésai ellenére azonban sulygyarapodast tapasztaltunk a
kezelt allatokban, mely nem kivanatos T2DM-ben. A kardidlis funkcio
tekintetében a fentiektdl 1ényegesen eltéré hatasokat tapasztaltunk, ugyanis a
pioglitazon- és metformin-kezeléseknek csak elhanyagolhato hatasa volt a GotoK
allatokban megfigyelt diasztolés diszfunkciora, ellenben a BGP-15-kezelt
allatokban a kardidlis funkciéromlas egyaltalan nem alakult ki. Az
echokardiografia alapjan a GotoK+BGP-15 csoportban a passziv kamratelddést
jelz6 E hulldm magassaga, a miokardium mozgékonysdgat mutatd e’/a’ ardny, €s
a toltobnyomast jelz6 E/e’ hanyados is megtartott maradt. Az ejekcios idd, a
miokardium teljesitményét leird Tei-index és a kidramlési palya sebessége is a
Wistar kontroll allatokéhoz hasonlo, a kezeletlen GotoK allatokban mért
értekeknél szignifikansan jobbnak mutatkozott.

A kardidlis funkcid megtartottsaganak hatterében a diasztologiat
pumpa fehérjeszintli expresszioja nem kiillonb6zott a kezelési csoportokban, ezzel

ellentétben a pumpa aktivitisait meghatiroz6 foszfolamban foszforilacigja
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szignifikans eltéréseket mutatott. A kezeletlen GotoK csoportban a PLB
foszforilacigja csokkent, mig a BGP-15-kezelt GotoK éllatokban megndvekedett,
PLB megfeleld, Serl6-os aminosavanak foszforilalasa mogott emelkedett Protein
Kindz G aktivitds allhat, melyet a VASP protein, unikalis PKG-célpont
foszforilaciojdnak monitorozasaval megerdsitettiink. Mivel a BGP-15 az
endothel-fiiggd relaxaciot nem befolyasolta, azt feltételeztiik, hogy a PKG
aktivitasdt nem az NO-utvonalon befolyésolja (bar lehetséges, hogy az érfalban
¢s a szivizomban eltérd jelatviteli utvonalakat aktival). Ennek fiiggvényében
megvizsgaltuk a NP-cGMP lebontasaért felelos PDE9A enzim expressziojat, €s
habar a kezeletlen csoportban volt a legmagasabb, a BGP-15 kezelt csoportban
pedig csokkent, a kiilonbség nem érte el a szignifikancia hatarat (kis elemszam),
ezért ezen vizsgalatok megismétlése hasonld modelleken indokolt lehet.
Osszefoglalva, mivel a BGP-15-kezelésnek a GotoK modellen csak
elhanyagolhat6 szérum-gliik6z-szint csokkentd hatasa van, illetve a BGP-15 nem
befolyasolja jelentdsen az endothel-fliggd vazorelaxaciot, igy a kezelés hatasara
1étrejott diasztolés funkcio-javulads hatterében részben a PKG enzim megtartott
aktivitasa, a PLB foszforilalasa, ezaltal pedig a megdrzott SERCA funkcid, és

teljesebb miokardialis relaxacio allhat.
4.2. A HC nyudl modell eredményeinek megbeszélése

A nyulmodellen végzett kisérleteink tapasztalatai alapjan a HC csoport
allataiban igen markans diasztolés diszfunkcio fejlodott ki, annak minden
echokardiografias jelével egyiitt. Az E/A és ¢’/a’ arany csokkent, a DecT és IVRT
megnyult, a E/e” megemelkedett. A bal kamra tomege szignifikansan magasabb a
HC csoportban, ezzel pedig a falvastagsag (IVS) novekedése, illetve a relativ
falvastagsag (RWT%) emelkedése is egyiitt jart, amely koncentrikus hipertrofiara
utal. A patologiat a reprezentativ festések soran tapasztalt fibrotikus szovet

megjelenése IS alatamasztja. A globalis kardialis funkcioromlast a Tei-index
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emelkedése jelezte. A szisztolés funkciok a klasszikus mérések alapjan
megtartottak voltak, az ejekcids frakcio csak kismértékben csdkkent, azonban az
STE echokardiografiaval megmért GLS (a rostok hossz-iranya tomorodése)
szignifikansan rosszabb volt az aterogén étrenden tartott csoportban. A kiaramlasi
palya megnovekedett nyomas- és sebesség-gradiensei perzisztald aortasztenozist
jeleznek a HC csoportban. A bal kamra és a sziv megnagyobbodasat az ex vivo
mérések is alatdmasztottak, azonban periférias 6déma jeleit (nedves/szaraz
tomegaranyok) nem tapasztaltuk.

A vérvételek eredményei alapjan markans diszlipidémia alakult ki (6ssz-
koleszterin, LDL, ApoB), a gyulladasos és kardialis markerek enyhe, de
szignifikans emelkedésével (CRT, troponin T). Ezt az ateroszklero6zis szovettani
megjelenése kisérte (habos sejtes plakkok az aortan), amely egyiitt jart az
endothel-fliggd vazorelaxacio, vagyis a NO-bioelérhetéségének jelentOs
csokkenésével. Fontos 0j eredményként a Western blot vizsgalatok soran a
PDE9A enzim megndvekedett expresszidjat tapasztaltuk az aorta-mintakon, mely
a NP-cGMP lebontasaval hozzajarulhat az endothel-diszfunkcio kialakulasahoz.
A miokardium-szoveten végzett molekularis bioldgiai vizsgalatok alapjan az
ateroszklerdzis talajan kialakult kardialis diszfunkcid egyiitt jart a PDE9A enzim
fokozott expressziojaval, melyet ateroszklerotikus szivbetegség esetében elsdként
irtunk le. Hasonldan, a VASP protein (foszforilalatlan és Ser239-en foszforilalt
forma) expresszidja is novekedett, amely a hipertréf valasz egyik oka lehet a HC
csoportban. A pVASP/VASP arannyal a Protein Kindz G, kulcsfontossagu,
kardioprotektiv utvonalakat inicidld enzim aktivitasat monitoroztuk, amely
valtozatlannak bizonyult, azonban a PKG fehérje-szinti expresszidja
szignifikansan emelkedett a HC csoportban. A PKG esetében az expresszio-
novekedést tehat nem kisérte az aktivitas emelkedése, ennek lehetséges oka pedig
az enzim kofaktoranak, a cGMP maéasodlagos messengernek a relativ hianya. A
CGMP-szint meghatarozasanak eredménye jol korrelal a pVASP/VASP arannyal,

¢s megerdsiti a megndvekedett expresszid melletti valtozatlan PKG aktivitast. A
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CGMP-szint novekedésének limitald tényezdje a lebontasdért felelés PDE9A
enzim expressziojanak novekedése lehet, mely jelen eredményeink alapjan mar
korai stadiumt kardialis diszfunkciéban kimutathato, igy akar jovObeni

gyogyszer-célpont lehet ateroszklerotikus szivbetegségekben.
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5. Osszefoglalas

A diabétesz melitusz és ateroszklerozis olyan patofizioldgia valtozasokat
indukdlnak az érrendszerben és a miokoardiumban, melyek talajan kardialis
funkciozavar jon létre. Az utdbbi évtized kutatasai a cGMP-PKG jelatviteli
utvonal szerepére mutattak rd a patoldgias valtozasok mogott. PhD munkamban
célul tiztik ki a diabétesz mellitusz soran kifejlédd kardidlis diszfunkcio
értekelését Goto-Kakizaki patkanymodellen, valamint a BGP-15 gyogyszerjelolt
kardiovaszkularis hatdsainak Osszehasonlitdsat ismert, pleiotrép hatasa
antidiabetikumokkal, a PKG utvonal tekintetében. Tovabba célunk volt az
ateroszkler6zis soran kialakult kardialis- és endothel- diszfunkcio részletes
feltérképezése hiperkoleszterinémias nyal modellen, a cGMP-PKG-PDE9A
jelatviteli atvonal vizsgalataval. Eredményeink alapjan a BGP-15 kezelés javitja
a 2-es tipusu diabétesz kovetkeztében karosodott diasztolés funkciot Goto-
Kakizaki patkanymodellen, metabolikus és vaszkularis hatasoktol fliggetleniil. A
BGP-15 kedvezd hatasai mogott részben a foszfolamban Serl6-os aminosavan
torténd foszforilaltsaganak emelkedése, ezaltal a SERCA2a pumpa meg0Orzott
funkciogja allhat, mely a Protein Kinaz G jelatviteli utvonal aktivalasan keresztiil
valosulhat meg a miokardiumban. Nyul modellen az ateroszkler6zis talajan
kialakult kardialis diszfunkcié a PDE9A enzim megndvekedett expressziojat
eredményezi az €rfalban és miokardiumban, mely a szivizom-szovetben egyiitt
jar a PKG enzim expresszidjanak novekedésével, valtozatlan aktivitas mellett, igy
a PDE9A tllexpresszaltsdga hozzajarulhat a kardioprotektiv szignalok

visszaszoritasdhoz ateroszklerozissal tarsuld korképekben.
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6. Az értekezés ij tudomanyos eredményei

Osszefoglalva, eredeti célkit{izéseink tiikrében, a fenti két tanulmany alapjan az

alabbi uj eredményeket fogalmaztuk meg a doktori értekezésben:

e A BGP-15 kezelés javitja a 2-es tipusu diabétesz kovetkeztében
karosodott diasztolés szivfunkciét Goto-Kakizaki patkanymodellen,
metabolikus- és vaszkularis hatasoktol filiggetleniil; és a BGP-15
kedvez6 hatasai mogott részben a foszfolamban Serl6-0s aminosavan
torténd foszforilaltsdganak emelkedése, ezaltal a SERCA2a pumpa
megOrzott funkcidja allhat, mely a Protein Kinaz G jelatviteli utvonal

aktivalasan keresztiil valésulhat meg.

e Nyul modellen az ateroszklerozis talajan kialakult, manifeszt kardialis
diszfunkcié a PDE9A enzim megndvekedett expressziojat eredményezi
az érfalban és miokardiumban, mely a szivizom-szévetben egyilitt jar a
PKG enzim expresszidjanak novekedésével, valtozatlan aktivitas
mellett, igy a PDE9A thlexpresszaltsaga hozzajarulhat a kardioprotektiv

szignalok visszaszoritasahoz.
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8. Koszonetnyilvanitas

Halasan koszondm Dr. Juhasz Béla témavezetomnek, hogy PhD hallgatojava fogadott,
¢s tanacsaival nem csupan a szakmai munkéban, hanem az ¢let egyéb teriiletein is ellat,
valamint odafigyelésével és barati hozzaallasadval naprdol-napra egyengeti magam ¢€s kollégaim
palyafutasat.

K6szon6m Dr. Szilvassy Zoltan Professzor Urnak, hogy munkamat a Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézetben minden lehetséges tamogatas mellett végezhetem, és hogy szakmai
felkésziiltségével példat allit magam és munkatarsaim szdmara.

Oriasi halaval tartozom kozvetlen munkatarsamnak, Dr. Kozma Mariannak, aki nem
mulé kreativitasaval segiti a kutatasok létrejottét, baratsagaval és humoraval pedig naprol-napra
tamogat. Koszonet illeti kozvetlen kollégamat, Dr. Varga Balazst szakmai segitségéért és
6szinte baratsagaért, és Dr. Kiszil Okszanat, faradhatatlan tamogatasaért.

Halasan koszonom a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet jelenlegi és volt
munkatarsainak a magas szinti szakmai munkat és tdmogatast. Koszondom Szegvariné Erdds
Andrea és Olah Krisztina kitarto segitségét a kisérletek elvégzésében.

Oriasi koszonettel tartozom Dr. Gesztelyi Rudolfnak a kisérletek és a statisztikai
elemzések soran nyujtott segitségéért, valamint Dr. Kertész Attilanak, akit6l megtanulhattuk az
echokardiografia rejtelmeit.

Halas vagyok kollaboraciés partnereink, a DE Klinikai Fiziologiai Tanszék
munkatarsainak, Dr. Toth Attila és Dr. Papp Zoltan Professzoroknak, illetve Dr. Kovacs
Arpadnak, Dr. Fiilsp Gabornak és Dr. Csipé Tamésnak segitségiikért és Gtleteikért. Koszonet
illeti a DE Laboratoriumi Medicina Intézet munkatarsait.

Koszonom TDK hallgatoinknak, és volt munkatarsainknak, a Gyogyszerésztudomanyi
Kar alkalmazottainak ¢szinte tamogatasukat. Koszoném barataim, Dr. Gaal Balazs és Dr. Pék
Adam tanacsait és segitségét.

Halasan koszonom a kitartd tamogatast és szeretetet feleségemnek, Dr. Priksz
Zsuzsanak, és csaladom minden tagjanak.

Munkamat ajanlom szeretett Nagyapamnak, Priksz Mihalynak.
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