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1. BEVEZETES

1.1. Szivérrendszeri megbetegedések ¢és a mikroerek vazomotor
miikodészavara 2-es tipusu diabetes mellitusban

A szivérrendszeri  megbetegedések  (magasvérnyomds,  iszkémids
szivbetegség, periférids érbetegségek) komoly népegészségiigyi problémat
jelentenek, mivel a legtobb fejlett orszdgban, igy hazdnkban is, ezen
betegségcsoport okozza a megbetegedések €s halalozasok legnagyobb hinyadat.
A 2-es tipusu diabetes mellitus (2-DM) gyakorisdga rohamos 1éptékben
novekszik Magyarorszdgon. A 2-DM jelentés mértékben fokozza a
szivérrendszeri megbetegedések kialakuldsanak kockazatat. Megdobbentd
statisztikai adat, hogy DM-ban a szivinfarktus kialakuldsdnak kockdzata a mar
kordbban egyéb okbdl szivinfarktuson atesett betegek rizikéfokozodasaval
egyenld nagysdgi. JOl ismert, hogy a hosszi ideig fenndlld6 2-DM-ban a
nagyerekben atherosclerosis alakul ki, amely nagymértékben hozzijarul a
kardiovaszkuldris mortalitds novekedéséhez. Ujabb vizsgalatokban felvetették,
hogy 2-DM-ban mdr a nagy erek atheroslerosisa eldtt elvéltozasok jelennek meg
a mikroerek szintjében. 2-DM-ban a kis ereket érintd microangiopathia talajan
kialakulé nephropathia, neuropathia, retinopathia, cerebralis-, kardidlis, és als6
végtagi mikrokeringési zavarok nagymértékben hozzdjarulnak az ezen
betegségben szenvedOk fokozott morbiditdsi és mortalitdsi rizik6jahoz. 2-DM-
ban mind a makrovaszkularis, mind a mikrovaszkularis funkciézavar és
érszovodmények kialakuldsdban jelentds szerepet tulajdonitanak a vaszkuléris
endothel és simaizom funkciondlis karosoddsdnak. A mikroerek vazomotor
miikodésének zavara a rezisztencia erek szintjében a lokélis szoveti vérataramlas
szabdlyoz6, adapticids folyamatainak besziikiiléséhez, valamint a periférids
ellendllds megvaltozasdhoz, ezéltal magasvérnyomds betegség kialakuldsdhoz
vezethet. 2-DM-ban a megvaltozott mikroér miikodés természete €s a hatterében

all6 pontos korélettani mechanizmusok azonban nem kelléen ismertek, ezért a



szoveti keringést fenntartd, illetve az azt javito terdpids lehetOségek, valamint a
2-DM-hoz tarsult magasvérnyomds gyogyszeres kezelési elvei még nem kelld

mértékben kidolgozottak.

1.2. Endothel diszfunkcio 2-es tipusu diabetes mellitusban

Az elmdlt évek kutatdsai bebizonyitottdk, hogy a vaszkuldris endothel
nemcsak egy az ereket bélelo passziv barrier. Kis tomegéhez (~110 gramm)
képest 6ridsi feliiletet képez, (~ 350 m?) és aktivan részt vesz a kardiovaszkuldris
rendszer homeosztazisanak fenntartisdban. Fontos élettani feladata a
vérkeringés lokdlis szabdlyozasa, részt vesz az ion és folyadékcserében,
kontrolldlja a véralvaddsi mechanizmusokat, a vérlemezke és leukocita adhézi6
folyamatét, az érfalban zajl6 lokdlis gyulladdsos folyamatokat, az arteriogenezist
¢és az angiogenezist. Az endothel kiilonb6z0 fiziol6gias stimulusokra értagito €s
érsziikitd anyagok szintézisével és felszabaditisdval vdlaszol, ezaltal
szabdlyozva az adott érteriilet vérellatdsat, a szoveti perftiziét. Az endothel altal
termelt legfontosabb vazodilatitor anyagok a nitrogén-monoxid-szintdz (NOS)
altal termelt nitrogén-monoxid (NO), a ciklooxigendz izoenzimek (COX-1 és
COX-2) termelte prosztaciklin (PGI,) és a mai napig tisztdzatlan természetii
endothel-dependens hiperpolarizdlé faktor (EDHF). Az egyes vazodilatatorok a
kiilonbozd érteriileteken eltérd mértékben jarulnak hozzd a vazodilaticié
kialakitasdhoz. Az endothel azonban nem csak dilatator természetii, hanem
konstriktor anyagokat is termel. Ilyen anyag az endothelin, az angiotenzin II,
valamint a COX izoenzimek 4ltal termelt konstriktor prosztaglandin, a
prosztaglandin Hy/tromboxédn A, (PGH,/TXA,) is.

Az endothel rendkiviill Osszetett, egymdssal parhuzamosan mikodd és
kolcsonhatdsban 4ll6 élettani folyamatainak megbomlott egyensilya bizonyos
korélettani  koriilmények kozott az endothel kéros miikodéséhez, endothel
diszfunkci6hoz vezethet. Az endothel diszfunkcié esetén tobbek kozott

megbomlik a vazodilatator (NO, PGI,, EDHF) és vazokonstriktor (endothelin-1,



angiotenzin II, vazokonstriktor prosztaglandinok) tényezOk kozotti egyensulyi
allapot.

Ujabb kutatdsok alapjdn tgy tiinik, hogy 2-es tipusi DM-ban a rezisztencia
erek endothel-fiiggd vazodilatitor mechanizmusainak sériilése mar a betegség
korai szakaszdban kialakul, ami a mikroerek vazodilatitor adapticids

folyamainak beszlikiiléséhez és vazospazmus kialakuldsdhoz vezethet.

1.3. A miogén ténus valtozasa 2-es tipusu diabetes mellitusban

A vaszkularis rezisztencia kialakitisdban szerepet jatsz6 masik fontos
szabalyoz6 mechanizmus a miogén vdlasz, amely elsOsorban a mikroerek
szintjében milkodik. A szisztémds vérnyomds emelkedése a mikroerek simaizom
altali vazokonstrikci6jat eredményezi, ezt a jelenséget miogén ténusnak
nevezzilk. Az érfalban termelddd, vagy a kornyezetben felszabaduld
vazokonstriktor anyagok hatdsira az érténus fokozédhat, mig ha az endothelbdl
vazodilatdtor természetli anyagok szabadulnak fel, akkor a ténus mértéke
csokken. A bazalis miogén ténus a szoveti vératiramlds gyors és hatékony
szabdlyozdsat teszi lehetdvé. Kevés és részben ellentmonddsos irodalmi adat all
rendelkezésre a mikroerek miogén vdalaszanak elvéltozdsara vonatkozodan,
elsdsorban 1-es tipusd diabetes mellitusban. Humédn ¢&s dllatkisérletes
vizsgalatok szerint diabetes mellitus korai szakaszdban csokken a mikroerek
miogén toénusdnak mértéke. Mds tanulminyok ugyanakkor azt taldltdk, hogy a
diabetes mellitus eldrehaladottabb stddiumdban fokozddik a mikroerek
nyomdsemelkedés-indukdlta, simaizom-dltal kozvetitett miogén konstrikcidja.
Tehat gy tinik, hogy diabetes mellitusban a miogén vdlasz feltehetfleg a
betegség stadiumatdl is fiiggd megvaltozott mitkodése alakul ki, melynek pontos

mechanizmusa még nem tisztizott.



1.4. Vazomotor diszfunckiéo és oxidativ stressz 2-es tipusa diabetes
mellitusban

A sejtek miikddése sordn normélisan kis mennyiségben termelddnek reaktiv
oxigén szabadgyokok (ROS), melyeknek fontos szerepe van a
szignéltranszdukciés folyamatok szabdlyozdsdban. Kéros koriilmények kozott
azonban a ROS fokozott mértékben termelddhetnek, amely meghaladja az
antioxidans rendszerek kapacitdsat, és a kiilonb6z0 makromolekuldk (DNS,
proteinek, szénhidratok, lipidek) oxidaciéja johet 1étre, ami a sejtek funkciondlis
és morfoldgiai karosodasdhoz vezethet. Ezt a jelenséget oxidativ stressznek
nevezziik.

Kordbbi vizsgdlatok kimutattdk, hogy bizonyos koéréllapotokban az érfalban
jelentds mennyiségben termelddhet ROS. Az érfali ROS termelésében harom f6
enzim, a NAD(P)H-oxiddz, a xantin-oxiddz (XO) és a NOS vesz részt. Az
érfalban terel6d6 ROS szdmos mechanizmus révén hozhat 1étre vazomotor
diszfunkciét, egyardnt kdrositva a vaszkuldris endothel és simaizomsejtek
miikodését. Ismert, hogy a fokozottan termel6dd érfali ROS konnyen inaktivélja
a NO-t, igy csokken a NO bioldgiai hozzaférhetdsége. A ROS fontos szerepet
jatszik az érfali simaizomsejtek (VSMC) megvaltozott miikddésében is, VSMC
migraciot aktivdlva, valamint a cellularis apoptdzist indukdlva hozzdjarul a
vaszkuldris remodelling 1étrejottéhez is.

A human és az 4llatkisérletes, elsOsorban nagyereken végzett vizsgélatok
eredményei felvetik azt a hipotézist, hogy a 2-es tipusi DM-ban oxidativ
stresszdllapot alakul ki. Az oxidativ stressz talajan kialakul6 kdrosodott endothel

¢és simaizom mukodés pontos mechanizmusa azonban még nem pontosan ismert.

1.5. Prosztaglandin szintézis eltérései 2-es tipusii diabetes mellitusban
Ismert, hogy egyes kardiovaszkuldris megbetegedésekhez kronikus,
alacsony szintli szoveti gyulladds tarsul. A ciklooxigendz (COX) enzimek és az

altaluk termelt prosztaglandinok jelentésége a krénikus gyulladdsban



megalapozottnak latszik. Sok egyéb faktor mellett a prosztaglandinok jelentOs
medidtorai a gyulladasos folyamatoknak, és szamos prosztaglandin szdrmazék
fontos szerepet tolt be a vazoreguldciéban, ezen beliil az arterioldk dtmérdjének
szabalyozdsaban. Eml0s sejtekben az COX enzim két izoformdja ismert, a
konstitutiv moédon expresszalodo COX-1, és a gyulladasos, mitogén €s egyéb
élettani hatdsokra gyorsan felszaporodé COX-2. Feltételezések szerint a
kronikus gyulladassal jar6 4llapotokban az érfali prosztaglandin szintézis
megvaltozdsa a modosult COX-2-expresszionak tudhaté be. Azonban 2-DM-ban
a COX-2 expresszidja, illetve a COX-2 expresszié kovetkeztében kialakul6
funkciondlis mikroér elvéltozdsok nem ismertek. Legtjabb kutatdsokban pedig
azt feltételezik, hogy a krénikus érfali gyulladds kialakuldsdban, annak
indukcidjdban szerepe lehet az oxidativ stressznek is. Az oxidativ stressz és a
megvaltozott prosztaglandin szintézis kapcsolata azonban teljesen feltdratlan 2-

es tipusu DM-ban.

1.6. A levosimendan metabolit OR-1896 hemodinamikai és vazomotor
hatasai

A levosimendan egy a szivelégtelenség kezelésében alkalmazott uj
gyogyszercsalad, a Ca**-érzékenyiték csoportjdba tartozé szer. Felmeriilt, hogy
a levosimendan kedvezd hemodinamikai hatdsait nem csupdn a szivizom
kontraktilitdsi paramétereinek kedvezd befolydsoldsa, hanem a periférids
keringésre gyakorolt hatdsai révén éri el. Egyszeri levosimendan adds utdn a
kedvezd hemodinamikai hatdsok 7-9 napig fenndllnak és mivel a levosimendan
féléletideje igen rovid (csupdn 1 o6ra), feltételezhetd, hogy a levosimendan
hemodinamikai hatdsainak kialakitdsdban a szervezetben keletkezd hosszui
féléletidejii metabolitja, az OR-1986 is fontos szerepet jatszhat. A levosimendan
kiilonbdz6 mechanizmusokon keresztiil vazodilatitor hatissal bir mind az

artérias, mind a vénds oldalon. A levosimendan elsdsorban bizonyos kédlium



csatorndk  aktividciojat eredményezi, amely folyamat a  vaszkularis
simaizomsejtek hiperpolarizacidjahoz és kovetkezményes érrelaxdciohoz vezet.
A mikroerek atmérdjének szabdlyozdsdban kiemelkedéen fontos egyes
kalium csatorndk aktivacidja €és az annak kovetkeztében kialakul6 vazodilatécio.
Nem ismert azonban, hogy a levosimendan milyen hatdst gyakorol a mikroerek
vazomotor miikodésére, illetve hogy a levosimendan hosszd féléletidejli
metabolitja, az OR-1896 a rendelkezik-e vazoaktiv tulajdonsdgokkal és hatasat

milyen mechanizmusokon keresztiil fejti ki mikroereken.

2. CELKITUZESEK
Mindezek alapjan tudomdnyos kutatdsaimban az aldbbi célkitizéseket

fogalmaztam meg:

1. A 2-DM dllatkisérletes modelljeiben vizsgdljam a rezisztencia erek endothel-
fiiggd és simaizom 4ltal kozvetitett vazomotor milkodésében 1étrejovo
elvaltozasokat.

2. Feltarjam egyes a mikroerek vazomotor miitkodészavardban szerepet jitszo
mechanizmusokat, kiilonos tekintettel az oxidativ stressz és megvaltozott
prosztaglandin szintézis mikrovaszkuldris hatdsaira.

3. Tovabba, hogy vizsgdljam olyan potencidlisan vazoaktiv hatdsi vegyiiletek,
mint példaul a levosimendan €s metabolitja, az OR-1896 mikroér vazomotor
miitkodésre gyakorolt hatdsat, és annak pontos mechanizmusit, mely
vegyiileteknek szerepe lehet bizonyos koréllapotok, mint péld4ul az altalunk
2-es tipusi DM-ban megfigyelt kdrosodott mikroérmiikodés helyreallitasat

célz6 terdpidjaban.



3. MODSZEREK

3.1. A 2-es tipusu diabetes allatkisérletes modelljei

A 2-es tipusu diabetes mellitus diétaval indukalt allatmodellje

A 2-es tipusu diabetes mellitust him Wistar patkdnyokban 10 hétig tart
magas (60%-os) zsirtartalma diéta (HFD) alkalmazasdval idéztiikk eld.
Kontrollként a 10 hétig normadl, laboratériumi tdpon tartott him Wistar

patkdnyokat hasznaltunk.

A 2-es tipusu diabetes mellitus gentetikai dllatmodellje

Kisérleteink masodik részében a 2-es tipusi DM genetikai modelljét
hasznaltuk. Az tn. db/db egerekben (C57BL/KsJ-db/db’) a 4-es kromoszéman
taldlhaté mutdci6 meggatolja a leptin receptor expresszidjat. A mikoddképes
leptin receptor hidnydban a tapldlkozdsi id6 megnyulik a homozigéta (db/db)
egerekben, amelyek kovetkeztében a 2-es tipusi DM-ra jellemzo elvaltozasok
mdr 8 hetes életkorban kifejlddnek, és az elvaltozasok progredidlnak az éllat 12-

14 hetes kordig, amely életkorban a kisérleteinket végeztiik.

3.2. Szisztémas hemodinamikai mérések
Artérids vérnyomdsmérés

A ndtrium-pentobarbitdllal altatott patkdnyok bal carotis artéridjat
kipreparaltuk, kaniildltuk, majd nyomads transzducer segitségével mértiik az
artérias kozépnyomast.

A db/db egerek esetében éber adllatokban mértiik a vérnyomast un. ,,tail cuff”
modszer segitségével, valamint meghatdroztuk az éllatok szivfrekvencidjat is.
Echocardiogrdfia

A db/db és kontroll egerek esetében éber dallatokban végzett

echocardiogréfids vizsgdlattal a bal kamrai falvastagsdgot, az end diastoles



atmérdét (LVEDD), az end systoles atmérdt (LVESD), a bal kamrai diastoles
areat (LVDA), és a bal kamrai end sistoles areat (LVSA) mértiik. Az igy nyert
adatokbol meghatdroztuk az ejekciés frakciét, a perctérfogatot, valamint az
arterids kozépnyomads figyelembe vételével a teljes periférias ellendlldst is

kiszamitottuk.

3.3. Vérkémiai meghatarozasok/analitikai médszerek
Az dllatok sz€rumdbdl Osszkoleszterin, gliikkéz és inzulin meghatdrozas

tortént.

3.4. Izolalt mikroértechnika

Izolalt mikroér kisérleteinket patkdny, valamint egér gracilis vdzizombol
izolélt arterioldkon (patkdny: ~160 um; egér: ~90 pum) végeztiik. Altatott
allatokbdl eltdvolitottuk a musculus gracilis vdzizmot, majd a gracilis arteriola
I-2 mm-es szakaszat izolaltuk, kaniildltuk, és egy 4lland6 homérsékletii
(T=37°C, pH=7.4), oxigenizalt Krebs oldatot tartalmazé (T=37°C, pH=7.4; O,:
10%, COy: 5%, Ny: 85%) szervfiirdébe helyeztiik. Az intralumindlis nyomast
hidrosztatikus rezervodrok segitségével lassan 80 Hgmm-re emeltiik és ~60
percig azon tartottuk, amig az ér 4llapota stabilizdlédott. A belsd ératmérd
valtozasat egy videomikroszkOphoz rogzitett kamerdval detektiltuk és

szamitogépes program segitségével mértiik.

3.5. Kisérleti protokollok izolalt mikroereken
Arterioldris dilatdcio vizsgdlata vazoaktiv szerekkel patkdny izoldlt vdzizom
erekben

Kisérleteinkben az izoldlt vazizom arterioldk dilataciés vdlaszait ismert
hatdsmechanizmusti receptor-medidlta vagy receptor-fliggetlen vazoaktiv
farmakonokkal teszteltiik. Az izoldlt arterioldkban az endothel-fiiggd dilataciot

acetilkolin (ACh) és hisztamin alkalmazdsdval vizsgaltuk. Az endotheltdl



fiiggetleniil, a vaszkuléris simaizomra haté direkt NO donorként a nitroprusszid-
natrium (SNP) dézisfiiggd hatdsait figyeltiik meg. A NO-szintiz gatldsara N*-
nitro-L-arginin-metil-észtert (L-NAME) haszndltunk. A feltételezetten jelenlevd
szuperoxid anion elimindldsa céljabdl az ereket szabadgyokfogd tulajdonsagu
Tironnal inkubaltuk. A szabadgyokok lehetséges forrasdnak tisztizdsahoz az
arterioldkat a specifikus NAD(P)H-oxidéz inhibitor apocynin, vagy a specifikus
xantin-oxiddz inhibitor allopurinol jelenlétében is inkubdltuk, majd ismételten
megmértiik az agonista szerek novekvd dozisainak hatdsdra kialakuld

atmérovaltozasokat.

A nyomds indukdlta arterioldris miogén tonus vizsgdlata db/db egerekben

Az egérbol izoldlt gracilis arterioldk spontan kifejlodd tonusénak vizsgdalata
sordn az arterioldkban 20 Hgmm-es kezdényomdsrol kiindulva az intraluminélis
nyomdst 20 Hgmm-enként emeltiik egészen 120 Hgmm-ig. Minden egyes
nyomdsértéken megvartuk a spontidn miogén ténus kifejlodését, majd az igy
kialakuld ératmér6t megmértiikk kalcium tartalmd (aktiv 4tmérd) és kalcium-
mentes (passziv dtmérd) Krebs oldatban. A kdlcium tartalmi Krebs oldatban
meghatdrozott normalizalt arterioldris 4tmér6t az adott nyomdsértéken mért
aktiv és passziv atmér0 hanyadosaként hatidroztuk meg. A nyomds-indukalta
érvdlaszokat kataldz, PGH,/TXA, receptor antagonista SQ-29548, szelektiv
cikooxigendz (COX)-1 gatlo SC-560, valamint szelektiv COX-2 gatlo NS-398

jelenlétében is meghatdroztuk.

A hidrogén-peroxid vazoaktiv hatdasdanak vizsgdlata

A egérbdl izoldlt gracilis arterioldk esetében a H,O, vazoaktiv hatdsat a H,O,
novekvO dozisainak hatdsara kialakulé ératméré valtozasok mérésével
vizsgdltuk, majd PGH,/TXA, receptor antagonista SQ-29548 jelenlétében is
meghatdroztuk ugyanezen érvdlaszokat. Ezutan a tromboxan receptor agonista

U-46619 ératmérére gyakorolt hatdsat mértik a PGH,/TXA, receptor



antagonista SQ-29548 jelenlétében, illetve hidnydban. Endothel eltavolitdst
kovetden is megvizsgaltuk a H,O, novekvd dozisainak hatdsdra kialakul6

atmérovaltozasokat.

A levosimendan és OR-1896 vazoaktiv hatdsainak vizsgdlata

Kisérleteinkben a levosimendan és OR-1896 novekvd dozisai hatdséra
kialakul6 ératmérdvaltozdsokat mértiik patkdnybdl izolélt gracilis mikroerekben.
A K' csatorndk szerepének tisztdzdsira az OR-1896 hatdsdra kialakuld
ératmérévaltozdsokat a  nem-specifikus K"  csatorna  blokkold, a
tetractilammoénium (TEA), az ATP-fiiggé K* csatorna inhibitor glibenclamid, a
Ca**-aktivalt K" csatorna gitl6 iberiotoxin (IBTX), valamint a fesziiltségfiiggé

K" csatorna (Ky) inhibitor 4-aminopiridin jelenlétében is mértiik.

3.6. Reaktiv oxigén szabadgyok szarmazékok kimutatasa
Szuperoxid anion kimutatdsa lucigenin chemiluminescencia segitségével

A patkdnyokbdl izoldlt carotis erekben az érfalban termelddott szuperoxid
mennyiségét lucigenin chemilumineszcenia segitségével vizsgéltuk. A
szuperoxid mennyiségét Tironnal tOrténd inkubdciét kovetden szintén
meghatdroztuk. A NAD(P)H-oxid4z, és a xantin-oxidaz 4ltal termelt szuperoxid
mennyiségét az enizmek szubsztritjainak hozzdaddsat kovetden meghatdrozott

beiitésszam segitségével becsiiltiik.
Hidrogén peroxid kimutatdsa DCHF fluoreszcencia segitségével

Az egerek izoldlt carotis ereiben termelddd6 H,O, mennyiségét

dichlorodihydroflorescein (DCHF) segitségével hataroztuk meg.
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3.7. Immunhisztokémia
A patkdnyokbdl szarmazé m. gracilisbdl bedgyazist kovetéen 10 pm-es
konszekutiv metszeteket készitettiink, majd acetonos fixdlds utdn a metszeteket

monoklondlis xantin-oxidaz ellenes antitesttel jeloltiik.

3.8. Western immunoblot
Egerekbdl szdrmaz6 aorta mintdkban a COX-1 és COX-2 fehérje

expresszidjat vizsgaltunk.

3.9. Statisztika
A statisztikai analizishez egy utas ANOVA-t és azt kovetd Tukey post hoc
tesztet hasznéltunk. Az értékeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a p<0,05

volt.

4. EREDMENYEK

4.1. A 2-es tipusu diabetes mellitus diétaval indukalt modellje
Metabolikus és egyéb mért paraméterek

A magas zsirtartalmua tappal etetett (HFD) patkdnyok testtomege, szérum
inzulin, gliikkéz és Osszkoleszterin szintjiik, valamint az atrérids kozépnyomads
értékiik is szignifikdnsan magasabb volt a kontrollokénal.
A vdzizom arterioldk vazomotor miikodésenek vizsgdlata

A HFD illatok izolalt gracilis arterioldinak sem a Ca**-mentes kozegben
mért passziv, sem a Ca’**-ot tartalmazé Krebs oldatban mért aktiv ératméréje
nem kiilonbozott a kontrollokéhoz viszonyitva. A HFD arterioldkban az
endothel-fiiggd vazodilatator acetilkolin, valamint a hisztamin ndvekvo
dozisainak hatdsdra kialakul6 vazodilataci6 szignifikansan csokkent a
kontrollokéhoz viszonyitva, mig az endothel-fiiggetlen vazodilatator, az SNP

hatdsdra kialakul6 vazodilatici6 nem kiillonbozott a két csoportban. A NO-

11



szintdz gatldé L-NAME kontroll allatokbdl izolalt arterioldkban csokkentette az
acetilkolin és a hisztamin-kivaltotta vazodilataciét, mig a HFD arterioldk
érvélaszit az L-NAME nem befolyésolta. A szabadgytkfogé tulajdonsdgi Tiron
a hisztamin-indukdlt vazodilataciét fokozta a HFD gracilis erekben, mig nem
befolydsolta az acetilkolin-dilaticié mértékét, valamint a kontroll erek
érvalaszait. A kontroll 4llatokbdl izolélt arterioldkban sem a NAD(P)H-oxidaz
gatlé apocynin, sem a xantin-oxidaz inhibitor allopurinol nem befolyésolta az
acetilkolin- és a hisztamin-kivéltotta vazodilatici6 mértékét. Azonban a HFD
allatok izoldlt mikroereiben az allopurinol jelenlétében a hisztamin novekvo
ddzisainak hatdsara kialakuld vazodilatacié fokozédott, mig az apocynin nem
befolydsolta ugyanezen érvéilaszokat.
Szuperoxid anion kimutatdsa lucigenin chemiluminescencia segitségével

A HFD allatok carotis ereiben a szuperoxid mennyisége szignifikdnsan
magasabb volt, majd a szabadgyokfogdé Tiron hozzdaddsa utin a kontroll
erekhez hasonlé szintre csokkent. A NAD(P)H-oxid4z 4ltal termelt szuperoxid
mennyisége nem kiillonbozott a két csoportban, azonban a xantin-oxiddz altal
termelt szuperoxid mennyisége szignifikdnsan tobb volt a HFD dllatok carotis
ereiben.
Immunhisztokémia

Immunhisztokémia segitségével a HFD dallatokbdl szdrmazé gracilis erekben
a szubendothelidlis rétegben fokozott mértékli xantin-oxiddz festddés volt

kimutathato.

4.2. A 2-es tipusua diabetes mellitus genetikai modellje
Metabolikus és szisztémds hemodinamikai paraméterek

Munkacsoportunk a kordbbiakban mar ismertette, hogy 12 hetes életkorban a
db/db egerek testtomege, szérum gliikkdz, és inzulinszintje szignifikdnsan
magasabb a kontrollokéndl. Az éber allapotban mért szisztolés €és artérids

kozépnyomads értékek, valamint a szdmitott periférids vaszkuldris rezisztencia
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szignifikdnsan magasabb volt a db/db egerekben a kontroll allatokhoz
viszonyitva.
A vazizom arterioldk vazomotor miikodésének vizsgalata db/db egerekben

A db/db egerekbdl izoldlt védzizom arterioldk passziv ératmérdje nem
kiilonbozott a kontrollokhoz viszonyitva, azonban a kdlciumot tartalmazé Krebs
oldatban kialakul6 aktiv ératmérd szignifikdnsan kisebbnek bizonyult. Az
intralumindlis nyomds 20 Hgmm-r6l 120 Hgmm-re torténd 1€pcsdzetes
emelésével a miogén ténus vizsgélatakor azt taldltuk, hogy a db/db egerekbdl
izolalt gracilis arterioldkban minden nyomdsértéken fokozottabb konstrikcid
alakult ki, mint a kontroll egerekbdl izoldlt erekben, azaz a db/db egerek
vazizom ereiben nagyobb miogén ténus volt jellemzd. Az endothel eltdvolitdsa
egyik csoportban sem befolydsolta a nyomds-atmérd gorbéket. A kontroll
egerekbdl izoldlt arterioldkban az egyes nyomdsértékeken szamitott normalizalt
ératmérok 200 U/ml kataldzzal torténd inkubdcié hatdsdra nem vdltoztak,
azonban a db/db egerekbdl izoldlt erekben kataldz jelenlétében a miogén ténus a
kontroll értékekhez hasonl6 szintre csokkent. A PGH,/TXA, receptor gatldszere,
az SQ-29548 nem befolydsolta a kontroll erek nyomds-indukélta érvalaszait,
azonban a db/db egerek izoldlt vazizom ereiben a receptorblokkol6 jelenlétében
az adott nyomasértékeknél megfigyelt miogén tonus nagysiga szignifikdnsan
csokkent. A konstriktor prosztaglandinok eredetének tisztizdsa végett a
prosztaglandin termelésben kulcsszerepet jatsz6 COX-1 é€s COX-2 enzimek
szelektiv gétlészereinek jelenlétében vizsgdltuk a nyomds indukélta ératmérd
véaltozdsokat. Azt taldltuk, hogy a COX-1 szelektiv gétlészere, az SC-560 sem a
kontroll, sem a db/db egerekbdl izolélt erekben nem befolyasolta a miogén tonus
mértékét. Azonban COX-2 szelektiv gétlészere a db/db gracilis arterioldkban
szignifikdns mértékben csokkentette a miogén ténust, mig a kontroll erek

nyomaés-indukélta érvédlaszaira nem volt hatdssal.
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Western immunoblot

A db/db egerek aortdjdban fokozott COX-2 fehérje experssziot mutattunk ki
Western immunoblot segitségével, mig a COX-1 expresszidja nem kiilonbozott
szignifikdnsan a két csoportban.
Hidrogén-peroxid kimutatdsa DCHF fluoreszcencia segitségével

A db/db egerek carotis artéridiban a DCFH-nel detektdlhaté fluoreszcencia
intenzitds fokozott volt, amely az érfalban nagyobb mennyiségben jelenlevo
H,0O,-ra utal. Katalaz kezelés hatasara a db/db carotis erekben a fluoreszcencia
intenzitds szignifikdns mértékben csokkent, azonban a kontroll erekben
szamottevo mértékben nem valtozott.
A hidrogén-peroxid vazoaktiv hatdasdanak vizsgdlata

A H,0, a kontroll dllatokbdl izolélt arterioldkban dézis-fliggd vazodilataciét
okozott, azonban a db/db egerek vazizom arterioldiban dozis-fiiggd
vazokonstrikcié alakult ki. Az endothel eltdvolitds nem befolydsolta egyik
csoportban sem a H,O, ndvekvd dozisai hatdsira kialakuld érvdlaszokat. A
PGH,/TXA, receptor géltoszere, az SQ-29548 nem befolyésolta a kontroll
erekben a H,O, hatasara kialakulé vazodilaticié mértékét. Azonban a db/db
egerek gracilis arterioldiban a vazokonstrikciét megsziintette, jelenlétében a
H,0, hatdséra vazodilatacio alakult ki. A PGH,/TXA, receptor agonistéja, az U-
46619 mindkét csoportbdl izolédlt vazizom arterioldkban hasonlé mértékli
vazokonstrikciot okozott, melyet receptor gitlészere mindkét csoportban

hasonld, szignifikdns mértékben csokkentett.

4.3. A levosimendan és az OR-1896 vazoaktiv hatasai

Az OR-1896 novekvd ddézisai hatdsdra vazodilaticié alakult ki a vizizom
arterioldkban, amely hasonlé mértékli volt a levosimendan ndvekvd ddzisainak
hatdsdra kialakul6 vazodilatdcidval. A nem szelektiv K' csatorna blokkol
tetraectilammonium jelenlétében az OR-1896 kivéltotta vazodilatacié ugyanakkor

szignifikdns mértékben csokkent. Az ATP-fiiggé K* csatorna szelektiv
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gdtloszere, a glibenclamid jelenlétében az OR-1896-kivdltotta vazodilatacid
szignifikansan csokkent. A nagy konduktancidgju Ca®*-aktivalt K™ csatorna
szelektiv gétldszere, az iberiotoxin nem volt hatdssal az OR-1896 kivaltotta
vazodilatdcidra, a fesziiltségfiiggd K* csatorna gatlé 4-aminopiridin azonban

szignifikdnsan csokkentette a dilatacié mértékét.

5. MEGBESZELES

A 2-es tipusd diabetes mellitus (2-DM) megnovekedett kardiovaszkuldris
morbiditdssal és mortalitdssal jar6 kordllapot. 2-DM-ban mdar a nagyerek
atherosclerotikus elvéltozdsai és a mikroerek morfoldgiai eltérései eldtt a
rezisztencia erek endothel és simaizom 4ltal medidlt vazomotor milkdodése
megvéltozik, melynek fontos szerepet tulajdonitanak a megndvekedett
kardiovaszkularis rizik6 kialakitdsaban. Feltételezik, hogy 2-DM-ban a
mikroerek vazomotor miikodésének zavara a lokdlis szoveti vérdtdramlést
szabdlyoz6 adapticids folyamatainak besziikiiléséhez vezet, valamint hozz4jarul
a periférids érellendllds fokozdddsahoz és kovetkezményesen kialakul6
magasvérnyomds betegség kialakuldsdhoz. Azonban a mikroérrendszeri
elvéltozasok pontos korélettani mechanizmusai €és a kialakuldsukban szerepet
jatsz6 patoldgiai tényezOk még ma sem teljesen tisztdzottak. Tudoményos
kutatdsaimban ezért célul tliztem ki, hogy tanulminyozzam a 2-DM-ban a
rezisztencia erek vazomotor miikodésében 1étrejovo elvaltozdsokat. E cél
érdekében a 2-DM két eltér6 modon indukdlt Allatkisérletes modelljében
vizsgdltam az izoldlt vdzizom arterioldk endothel-fiiggd és simaizom 4ltal
kozvetitett vazomotor miitkodésének eltéréseit. Tovabba célul tliztem ki, hogy
feltirjam az egyes mikroerek vazomotor milkodészavardban szerepet jitszo
lehetséges mechanizmusokat, kiilonds tekintettel az oxidativ stressz és

megvaltozott prosztaglandin szintézis mikrovaszkuldris hat4saira.
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5.1. 2-es tipusi diabetes mellitus magas zsirtartalma diétaval eldidézett
allatmodellje

Kisérleteinkben els6ként 10 hetes magas zsirtartalmi diétdval (HFD)
idéztiink eld 2-DM-t him Wistar patkdnyokban. A HFD déllatok testtomege, a
visceralis elhizds mértékét jellemzd retroperitonealis zsirparndk tomege,
valamint az altatott dllatokban meghatarozott artérids kozépnyomas értékek
magasabbnak bizonyultak a kontrollokéhoz viszonyitva. A magas zsirtartalmu
diéta hatdsara a patkdnyok szérumdban jelentésen emelkedett inzulin értékek
mellett a vércukorszint kisebb mértékii, de szignifikdns emelkedését mértiik, igy
a modell lehetdséget teremtett a 2-DM korai stddiumdban kialakulé funkcionalis
mikroérelvaltozdsok  tanulmdnyozdsdra. A  magas zsirtartalmi  diéta
kovetkeztében 1étrejovd mikroér vazomotor miikddésének elvéltozdasat HFD
allatok m.gracilis izmdbdl izolélt arterioldkon vizsgéltuk (belsd ératmérdé ~ 160
um). A 80 Hgmm-en meghatdrozott spontédn kifejlodo aktiv ératmérd és bazalis
értonus nagysdga nem kiilonbozott a HFD és kontroll allatok izolalt
mikroereiben. Tovdabbd nem volt kiilonbség az izoldlt erek kalcium-mentes
kozegben mért passziv dtmérdjében sem. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
HFD 4llatok izoldlt vdzizom mikroereinek elsGsorban simaizom sejtek daltal
kialakitott alaptonusa megtartott. Az endothel funkcidjdnak vizsgélatakor
azonban azt taldltuk, a HFD allatokbdl izol4lt gracilis arterioldkban az endothel-
fiiggd vazodilatitorok, az acetilkolin és hisztamin hatdasdra kialakul6
vazodilaticié szignifikdnsan kisebb volt a kontrollokéhoz viszonyitva. A
simaizomsejtekre kozvetlen haté vazodilatitor, a NO donor nitroprusszid-
natrium hatdsdra kialakul6 vazodilatici6 mértéke nem kiilonbozott a két
csoportban. Ugy tiinik tehit, hogy a HFD illatok arterioldiban szelektiven
karosodik az endothel-fiiggd vazodilatacid, azaz endothel diszfunkci6 alakul ki.
Ezen megfigyeléseink egybehangzanak az irodalomban leirt nagy ereken végzett
vizsgdlatok eredményeivel, melyekben a magas zsirtartalmi diéta hatdsara

figyeltek meg csokkent mértékii endothel-fliggd vazodilaticiét. A tovébbi
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kisérleti protokollokban arra kerestiink valaszt, hogy mi édllhat a HFD hatédsara
kialakul6 kéarosodott endothel miikodés hatterében. Kordbban szamos
betegségben arrdl szdmoltak be, hogy az endothel-fiiggd vazodilaticié
csokkenésének hdatterében a NO-medidlt folyamatok karosodasa all. Ezért
kovetkezOkben az agonista-kivaltotta érvalaszokat megvizsgéltuk a NO-szintdz
gitlészere jelenlétében is. Az NO-szintdz gatldsa szignifikdns mértékben
csokkentette mind az ACh, mind a hisztamin hatasara kialakulé vazodilatacio
mértékét kontroll dllatokbdl izolélt erekben, mig az a HFD dllatokbdl izolalt
mikroerek érvélaszait nem befolyésolta. Tehat a HFD dallatok mikroereiben
csokken az agonista szerek NO dltal kozvetitett dilatdcidja. A csokkent NO altal
kozvetitett érvalaszok hétterében a NO csokkent mértékii szintézise vagy annak
csokkent bioldgiai hozzaférhetdsége dllhat. Eredményeink az utébbi hipotézist
tdmogatjak, mivel az antioxiddns Tiron alkalmazdsaval a HFD &llatokbdl izolalt
erekben novekedett a hisztamin hatdsara kialakulé vazodilatici6 mértéke, azaz
feltehetdleg a HFD 4llatok izoldlt mikroereiben az oxidativ stressz
kovetkeztében karosodik az agonista szerek 4ltal indukalt, NO-kozvetitette
dilatacié. A HFD patkdnyok carotis ereiben a lucigenin chemilumineszcencia
segitségével  detektdlhat6  szuperoxid termelés fokozddott, amit a
szabadgyokfogé Tiron a kontroll erekben mérhetd szintre csokkentett. Korabbi
vizsgalatok a vaszkuldris szabadgyok termelésben elsdsorban a xantin-oxidaz és
a NAD(P)H-oxidaz szerepét hangsulyoztak. HFD allatokbdl izolélt arterioldkban
az endothel-fiiggd vazodilatacié fokozddott a xantin-oxiddz inhibitor allopurinol
jelenlétében, mig a NAD(P)H-oxid4z inhibitor apocynin nem befolyésolta a
vazodilatici6 mértékét. Tovdbba fokozott xantin-oxiddz immunfestodés
tapasztaltunk a HFD éllatok garcilis arterioldiban.

Osszefoglalva elmondhatjuk tehdt, hogy a 2-DM magas zsirtartalmi diétdval
indukdlt dallatmodelljében a xantin-oxiddz eredetli szuperoxid termelés
fokozodik, ami csokkenti a NO 4ltal kozvetitett endothel-fiiggd vazodilataciot

vazizom mikroerekben.
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5.2. A 2-es tipusu diabetes mellitus genetikai modellje

Az un. db/db egerekben 12 hetes életkorra kialakul a jelentds
testsulygyarapoddssal, hiperinzulinémidval és hiperglikémidval jelentkezd 2-
DM. Ebben az éllatmodellben mar a kontrollhoz viszonyitva jéval magasabb,
kozel négyszeres vércukorszint emelkedés figyelhetd meg, amely
feltételezésiink szerint lehetévé teszi a 2-DM eldrehaladottabb stddiumanak
tanulmdnyozdsat, melyben markansabban és feltételezéseink szerint sulyosabb
érintettséggel jelentkeznek mikrovaszkuldris és egyéb szisztémads elvéltozasok.
12 hetes életkorban az éber allatokban mért szisztolés vérnyomads és artérids
kozépnyomas, valamint a szamitott periférids ellendllds magasabb volt a db/db
egerekben a kontrollhoz viszonyitva. A 2-DM kovetkeztében 1étrejové mikroér
vazomotor miikodés elvdltozdsat db/db egerek m.gracilis izmédbdl izolalt
arterioldkon tanulmanyoztuk (belsé ératmér6 ~ 90 um). A db/db egerekbdl
izoldlt vazizom arterioldk 80 Hgmm-en mért aktiv atmérdje szignifikdnsan
kisebb volt, mint a kontroll 4dllatok izoldlt ereiben mért &tmérd, mig a kdlcium-
mentes kozegben kialakult passziv ératmérd nem kiilonbozott a két csoportban.
Az intralumindlis nyomds 20 Hgmm-r6l 120 Hgmm-re torténd 1épcsdzetes
emelése hatdsdra a db/db egerekbdl izoldlt mikroerekben minden egyes
nyomasértéknél szignifikdnsan kisebb aktiv ératmérd alakult ki, mig az adott
nyomdsértékeken Ca®*-mentes kozegben kialakulé passziv ératméré nem
kiilonbozott a két csoportban. Tehdt a db/db egerek izolalt vdzizom ereiben
szignifikdnsan nagyobb intralumindlis nyomds-kivéltotta spontdn miogén tonus
alakul ki. Az endothel eltdvolitdsa egyik csoportban sem befolyédsolta a nyomas-
ératmérd gorbéket azt sugallva, hogy ezen kisérletes elrendezésben az izolalt
erek miogén tonusdnak kialakitdsdban elsdsorban simaizom eredetli folyamatok
jatszanak szerepet. Jelen kisérletes megfigyelések, valamint irodalmi adatok
alapjan feltételezhetd, hogy a 2-DM-ban a rezisztencia erek fokozott miogén
ténusa alakul ki, ami kdzvetlen hozzdjarul a periférids rezisztencia fokozédédshoz

€s kovetkezményes sziszt€émds vérnyomds emelkedés kialakitdsdhoz. Az
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arterioldk bazalis tonusdnak szabdlyozasdban szdmos dilatator és konstriktor
faktor jatszik szerepet. Kordbbi vizsgalatokban felvetették, hogy diabetesben a
konstriktor prosztaglandinok érfali termelése fokozddik. Az egyik legismertebb
konstriktor ~prosztaglandin a PGH,/TXA,, amely szdmos patologids
korallapotban hozzdjarul a mikroerek fokozott Kkontraktilitdsdhoz. Jelen
kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a PGH,/TXA, receptor blokkol6 szignifikans
mértékben csokkentette a db/db egerek izolalt mikroereinek miogén ténusat, mig
a kontroll erekben nem vdltoztatta meg a miogén tonus mértékét. Feltételezhetd
tehat, hogy a db/db egerek arterioldiban fokozddik az endogén konstriktor
prosztaglandin, a PGH,/TXA, szintézise. A prosztaglandinok arachidonsavbol
képzddnek, termelésiikért a kontsitutivan expresszdlédé COX-1 izoenzim,
valamint a gyulladdsos, mitogén és kiillonb6zd fizikai stimulusok hatdsara
expresszalodé COX-2 izoenzim felelés. Az alacsony szintli lokalis érfali
gyulladés szerepét az utébbi idOben szdmos betegség, igy az atherosclerosis,
valamint a diabeteses érszovOdmények kialakuldsdban is felvetették. Ezért
kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy a COX izoenzimek specifikus
farmakoldgiai gétloszerei jelenlétében hogyan valtozik az izoldlt védzizom
mikroerek bazdlis tonusa. A COX-1 szelektiv gatldsa sem a kontroll, sem a
db/db erekben nem befolydsolta a miogén tonus mértékét, azonban a COX-2
szelektiv gétldsa a db/db erekben szignifikdns mértékben csokkentette az
arteriolds ténust, mig a kontroll erek nyomads-indukélta érvédlaszait nem
befolydsolta.  Funkciondlis kisérleteinkkel parhuzamosan a db/db egerek
aortijjadban Western blot segitségével fokozott mértékli COX-2 expresszidt
sikeriilt kimutatni, mig az erek COX-1 expresszidja nem kiillonbozott a 2
csoportban. Tehdt kisérleti eredményeink alapjdan elmondhatjuk, hogy a
simaizomsejtekben fokozdédik a COX-2-eredeti konstriktor prosztaglandin, a
PGH,/TXA, szintézise, amely fokozott arteriolds tonus kialakuldsdhoz vezethet

a db/db egerek vazizom arterioldiban.
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KovetkezOkben arra kerestiink valaszt, hogy mi vezethet el az érfalban
fokozottan termeldd6 COX-2-eredetli konstriktor prosztaglandin, a PGH,/TXA,
termelddéshez. Kardiovaszkuldris megbetegedésben az érfali oxidativ stressz
hatdssal lehet szamos celluléris szabdlyoz6 mechanizmusra, melyeknek szerepe
van a makro- és mikrovaszkuldris szovOddmények kialakitdsaban. Bar a H,0, a
szuperoxid anionndl kevésbé erds oxiddl6é tulajdonsigi vegyiilet, azonban
konnyen képes atdiffunddlni a plazmamembranokon, és twjabban szamos
korallapotban felmeriilt vazomotor diszfunkciéban betoltott koroki szerepe.
Feltételeztiik, hogy a 2-DM allatmodelljében fokozdédik az érfali H,O,
mennyisége, aminek szerepe lehet az daltalunk megfigyelt megvaltozott
vazomotor miikodés kialakitdsdban. A db/db egerek carotis ereiben a
fluoreszcens mddszerrel (DCHF fluoreszcencia) detektalhatd, katalaz-szenzitiv
H,0, mennyisége szignifikdnsan magasabb volt a kontroll erekhez viszonyitva.

Tovéabbi kisérleteinkben vizsgéltuk, hogy milyen kozvetlen vazoaktiv
hatassal rendelkezik a H,O,. A kontroll allatokbdl izolalt vazizom arterioldkban
a H,O, dézis-fiiggd vazodilataciét okozott, azonban a db/db allatokbdl izolalt
erekben meglepd médon vazokonstrikciot figyeltiink meg. A H,O, hatdsira
kialakul6 érvélaszok nem valtoztak az endothel eltavolitdsa utdn jelezve, hogy a
H,0, kozvetleniil a simaizom sejtekre hatva fejti ki vazoaktiv hatdsat. Szamos
munkacsoport a H,O, vazokonstriktor hatdsdnak kialakitdsdban a PGH,/TXA,
szerepét hangsulyozza. Jelen kisérletiinkben azt taldltuk, hogy a PGH,/TXA,
receptor gatldsa utdn a db/db erekben a H,0O, novekvé doézisai hatdsira
vazokonstrikcié helyett vazodilaticié alakult ki, mig a kontroll érvédlaszokat a
PGH,/TXA, receptor gatlisa nem befolydsolta. Ugyanakkor a PGH,/TXA,
receptor agonista U-46619 mind a kontroll, mind a db/db egerekbdl izolalt
vazizom mikroerekben hasonlé mértékii vazokonstrikciét okozott, melyet a
PGH,/TXA, receptor gatlds teljesen megsziintetett. Ebbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a PGH,/TXA, receptor érzé€kenység nem kiilonbozik a két csoportban,

viszont a db/db erekben a fokozottan jelenlévé H,O, eldsegiti a konstriktor
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prosztaglandin, a PGH,/TXA, szintézisét, amely a kontroll erekben megfigyelt
vazodilatdciés mechanizmusokon feliilkerekedve vazokonstrikcibhoz vezet. Az
endogénen termelddd H,O, szint hozzdjaruldsat a db/db dllatokbdl izolalt erek
fokozott tonusanak kialakitasdban végiil azon kisérleteink igazoltdk, melyekben
azt talaltuk, hogy H,O, szintet csokkentd kataldz jelenlétében a miogén ténus a
kontroll értékekhez hasonlé szintre csokkent.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy a db/db egerek vézizom arterioldiban
fokoz6dik H,O, érfali szintje, ami eldsegiti simaizomsejtekben a feltehetdleg
COX-2-eredetli konstriktor prosztaglandin, a PGH,/TXA, szintézisét, eziltal
fokozva a mikroerek nyugalmi tonusit.

Eredményeink alapjdn feltételezziik, hogy az érfali oxidativ stressz
kulcsszerepet jatszik a 2-DM betegség korai és eldrehaladottabb stddiumédban
kialakul6 vazomotor diszfunkci6 kialakitdsaban. Az érfali oxidativ stressz mar a
2-DM korai szakaszdban kérosithatja az endothel dilatitor miikodését, mig a
simaizom 4ltal az érténus szabdlyozdsdban szerepet jatsz6 mechanizmusok
megtartottak maradhatnak.

A 2-DM eldrehaladottabb stddiumdban azonban az érfali oxidativ stressz mar
a simaizomsejtek altal kozvetitett, a nyugalmi értonus kialakitdsdban szerepet
jatsz6 atméro szabdlyoz6 mechanizmusokat is kédrositja, melyek végsd soron a
rezisztencia erek dilatdtor kapacitdsdnak besziikiiléséhez és az arteriolds tonus

fokozodasahoz vezet.

5.3. A levosimendan és az OR-1896 vazoaktiv hatasai

A mikrocirkuldcié és a kovetkezményesen 1étrejovO  szisztémas
hemodinamikai és keringésélettani paraméterek 2-DM megvaltoznak, melyek
jelentdsen hozzdjarulnak a szivérrendszeri morbiditds és mortalitds
fokozodéasahoz. Ezért kiemelkedden fontos az olyan terdpids megoldasok
kifejlesztése, amelyek a diabetes mellitusban kialakuld, a mikroereket érintd

vazomotor mitkodészavar helyreallitasat tlizik ki célul.
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Egy a szivelégtelenség kezelésében hasznélatos szer, a levosimendan és
annak hosszu €lettartami metabolitja, az OR-1896 kapcsan felmeriilt, hogy ezen
szerek vazodilatitor hatdssal is birnak. Kordbban igazoltdk, hogy nagy
konduktancia ereken a levosimendan bizonyos K' csatorndk aktivdcidjaval
vaszkuldris simaizom membrédn hiperpolariziciét valt ki és kovetkezményes
vazodilataciét okoz. A levosimendan vazoaktiv hatdsat csak nagy konduktancia
ereken vizsgaltak, és hosszi féléletidejli metabolitjdnak, az OR-1896-nak,
egyéltalan nem voltak ismertek vazoaktiv tulajdonsédgai. Jelen kisérletsorozatban
spontdn miogén tonussal rendelkez0 mikroereken tanulmanyoztuk az
anyavegyliilet, a levosimendan, valamint az OR-1896 mikroérmiikodésre
gyakorolt hatdsat. Kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a patkdny izolalt gracilis
arterioldkban mind a levosimendan, mind az OR-1896 dézis-fiiggden és hasonld
mértékben vazodilataciot okozott. A nem-szelektiv kalium csatorna inhibitor, a
TEA kozel 50%-kal csokkentette az OR-1896 kivaltotta vazodilatacié mértékét
jelezve, hogy az OR-1896 dltal kivaltott dilatacié részben kalium csatorndk éltal
medidlt. Az ATP-fiiggd kdlium csatorndk szelektiv gatloszere, a glibenclamid
jelenlétében az OR-1896 kivéltotta vazodilaticié szignifikdns mértékben
csokkent, igazolva az ATP-fliggo kalium-csatorna OR-1896 altali aktivacidjdnak
szerepét. Ezutdn a nagy konduktancidji kalcium-aktivélt kalium csatornék, és a
fesziiltségfiiggd, 4-aminopiridin  szenzitiv ~ kdlium csatorndk  szerepét
tanulmdnyoztuk a csatorndk szelektiv inhibitorainak segitségével. Ezen
kisérletsorozatban fény deriilt arra, hogy a nagy konduktancidjid kdlcium-aktivalt
kdlium csatorndk nem, mig a 4-aminopiridin szenzitiv kdlium csatorndk
aktivicidja ugyan kis, de szignifikdns mértékben hozzajarul az OR-1896
vazizom arterioldkon megfigyelt vazodilatitor hatdsdnak kialakitdsahoz.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy patkdny vizizom erekben mind a
levosimendan, mind metabolitja, az OR-1896 vazodilatitor hatassal rendelkezik.
Az OR-1896 vazodilatdtor hatdsaért elsésorban az ATP-fiiggd kdlium csatornak,

és kisebb mértékben a 4-aminopiridin szenzitiv kélium-csatorndk aktivaciéja
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tehetd felel0ssé. Kisérleteink alapjan feltétezziik, hogy a levosimendan hosszu
tavi kedvezd hemodinamikai hatdsanak kialakitasdhoz a szervezetben keletkezo
hosszi féléletidejli metabolitjdnak, az OR-1896-nak a vazodilatitor hatdsa is
jelentds mértékben hozzajarul. Tovabba ugy gondoljuk, hogy bizonyos a kalium
csatorndk aktivdlasan keresztiill hat6 vegyiileteknek, mint példaul a
levosimendannak és OR-1896-nak jotékony hatdsa lehet egyes vazomotor

milkodészavarral jar6 kérallapotok, mint a 2-es tipusu DM kezelésében.
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6. OSSZEFOGLALAS

A 2-tipusd diabetes mellitusban (2-DM) a rezisztencia erek vazomotor
mikodése megvaltozik, aminek természete €s a hatterében all6 pontos
korélettani mechanizmusok nem kelléen ismertek. Kutatdsainkban ezért célul
tiztik ki, hogy a 2-DM allatkisérletes modelljeiben vizsgaljuk a rezisztencia
erek endothel- és simaizom-fiiggd vazomotor miikodésének elvaltozasait.
Tovabba vizsgaltuk az OR-1896 mikroér vazomotor mikodésre gyakorolt
hatdsat, mely vegyliletnek szerepe lehet 2-DM-ban megfigyelt kérosodott
mikroérmiitkodés helyredllitasat célz6 terapidban. Kutatdsaink sordn az alabbi U
megéllapitasokat tettiik. 1) A 2-DM magas zsirtartalma diétdval indukélt
allatmodelljében a xantin-oxiddz eredetli érfali szuperoxid termelés fokozddik,
ami csOkkenti a nitrogén-monoxid 4dltal kozvetitett endothel-fiiggd
vazodilaticiot izoldlt vdzizom arterioldkban. 2) A 2-DM genetikai modelljében
(Ieptin gén receptor hidnyos, in. db/db egér) a vdzizom arterioldkban fokozddik
a hidrogén-peroxid érfali szintje, ami elOsegiti a ciklooxigendz-2 eredetli
konstriktor prosztaglandinok termelését, ezaltal fokozza az arterioldk nyugalmi
ténusat. 3) Tovabb4 patkdny vidzizom mikroerekben az OR-1896 vazodilatitor
hatdssal rendelkezik, amiért elsdsorban az ATP-fiiggo, és kisebb mértékben a 4-
aminopirdin szenzitiv kdlium csatorndk aktivécidja tehetd felelOssé.

Eredményeink alapjdn feltételezziik, hogy az érfali oxidativ stressz
kulcsszerepet jatszik a 2-DM betegség korai €s elOrehaladottabb staddiumédban
kialakul6 vazomotor diszfunkcié és kovetkezményes vaszkuléris ellendllds
fokozddds kialakitdsdban. Ugy gondoljuk, hogy az oxidativ stressz-rezisztens
mechanizmusokon keresztiil haté értagitd szereknek, mint példdul a kalium
csatorna aktivdl6 OR-1896-nak szerepe lehet a mikroerek vazomotor
miitkodészavara miatt kialakul6 periférids rezisztencia fokozdédds és

kovetkezményes szisztémds vérnyomas emelkedés terdpidjaban.
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