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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACE: angiotenzin-konvertdz enzim

ACh: acetilkolin

AD: aktiv atmérd

AT-1: angiotenzi II 1-es tipusu receptor
AT-2: angitenzin II 2-es tipusu receptor

BHy: tetrahidrobiopterin

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfit
cGMP: ciklikus guanoizin-monofoszfat

COX: ciklooxigenaz

COX-1: ciklooxigenaz-1 izoenzim

COX-2: ciklooxigenaz-2 izoenzim

DCHEF: diklorodihidrofluoreszcein

EDHF: endothel-dependens hiperpolarizalé faktor
EDREF: endothel éltal termelt relaxécids faktor
eNOS: endothelidlis nitrogén-monoxid szintdz
FAD: flavin-adenin-dinukleotid

FMN: flavin-mononukleotid

GLI: glibenclamid

HFD: magas zsirtartalmu diéta

H,0,: hidrogén-peroxid

IBTX: iberiotoxin

iNOS: indukélhat6 nitrogén-monoxid szintaz
L-NAME: L-nitro-arginin-metil-észter

LOX: lipoxigenaz

LVDA: bal kamrai diasztolés area

LVEDD: bal kamrai vég diasztolés 4tmérd
LVESD: bal kamrai vég szisztolés &tmérd
LVSA: bal kamrai szisztolés area

MCP-1: monocyta kemoattraktans fehérje-1
NADH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid
NADPH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat

nNOS: neurdlis nitrogén-monoxid szintdz



NO: nitrogén-monoxid

NO™: nitrozénium kation

NO: nitroxil anion

NOS: nitrogén-monoxid szintdz

02-: szuperoxid anion

-OH: hidroxil gyok

ONOQO': peroxinitrit

PG: prosztaglandin

PGE,: prosztaglandin E,
PGH,/TXA;: prosztaglandin Hp/tromboxéan A,
PGI,: prosztaciklin

PD: passziv atméro

RNS: reaktiv nitrogén szabadgyokok
ROS: reakitv oxigén szabadgyokok
sGC: szolubilis guanilat-ciklaz

SHR: spontén hipertenziv patkdny
SNP: nitroprusszid-natrium

SOD: szuperoxid-diszmutiz

STZ: streptozotocin

TEA: tetraetil-ammodnium

TP: tromboxan A,

VCAM-1: vaszkuléris sejt adhéziés molekula-1
VSMC: vaszkularis simaizom sejt
XD: xantin-dehidrogenaz

XO: xantin-oxiddz

2-DM: kettes tipusu diabetes mellitus

4-AP: 4-aminopiridin



1. BEVEZETES

A szivérrendszeri megbetegedések (magasvérnyomads, iszkémids szivbetegség, periférids
érbetegségek) komoly népegészségiigyi problémat jelentenek, mivel a legtobb fejlett
orszagban, igy hazankban is, ezen betegségcsoport okozza a megbetegedések €s haldlozasok
legnagyobb hanyadat. A 2-es tipusu diabetes mellitus (2-DM) gyakorisdga rohamos 1éptékben
novekszik Magyarorszagon. Ismert, hogy a 2-DM jelent6s mértékben fokozza a
szivérrendszeri megbetegedések kialakuldsdnak kockézatat. Megdobbentd statisztikai adat,
hogy DM-ban a szivinfarktus kialakuldsdnak kockédzata a mar kordbban egyéb okbdl
szivinfarktuson atesett betegek rizik6fokozddasaval egyenld nagysdgd. DM-ban a kis ereket
érintd microangiopathia talajan kialakulé nephropathia, neuropathia, retinopathia, cerebrélis-,
kardidlis, és als6 végtagi mikrokeringési zavarok nagymértékben hozzijarulnak az ezen
betegségben szenveddk fokozott morbiditdsi és mortalitdsi rizik6jahoz. Tovabba az is ismert,
hogy a 2-DM gyakran tarsul magasvérnyomas betegséggel. 2-DM-ban a megvaltozott mikroér
miikodés természete és a hatterében allo pontos kérélettani mechanizmusok azonban nem
kellen ismertek, ezért a szoveti keringést fenntartd, illetve az azt javitd terapids lehetoségek,
valamint a 2-DM-hoz tarsult magasvérnyomds gyogyszeres kezelési elvei még nem kelld
mértékben kidolgozottak.

A rezisztencia erek tulajdonsdga, hogy bizonyos élettani stimulusokra jelentds értagulattal
vélaszolnak, ezdltal egyfeldl biztositva a fokozott sziikségletnek megfeleld szoveti vérellatast,
madsfeldl hozzdjarulva a periférids ellendllds és kovetkezményes szisztémds vérnyomads
kialakitdsahoz. Ismert, hogy a mikroerek atmérdjének szabalyozdsdban kiemelkedden fontos
szerepe van az érfalban lokalizdlt nyomds-érzékeny miogén, valamint az endothelium altal
kozvetitett mechanizmusoknak. A mikroerek atmérdjének, ezaltal a szoveti perfizid és

periférids vaszkularis rezisztencia nagysaganak kialakitasaban ugyancsak fontos szerepe van a



kornyez6 szovetekben termelddott, de az érfalra kozvetleniil legtobbszor valamely receptoron
keresztiil haté vazoaktiv hatdsi anyagoknak.

Korabbi vizsgalatokban kimutattdk, hogy eltéré patoldgias allapotokban, mint példaul
kisérletesen eldidézett magasvérnyomadsban, atherosclerosisban, hyperhomocysteinaemiaban,
€s uraemidban az érfal-fiiggd, aramlas-€érzékeny, valamint az egyes receptorok dltal
kozvetitett keringésszabdlyoz6 mechanizmusok miikodése karosodik, ami egyrészt a szoveti
keringés zavardhoz vezethet, masfeldl szerepet jatszik a szisztémds vérnyomads
novekedésének kialakitisdban. Azonban kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésre arra
vonatkozdan, hogy 2-DM-ban hogyan véltozik meg a rezisztencia erek funkcidja, és milyen

mechanizmusok 4llnak a megvaltozott mikroér miikodés hatterében.

Mindezek alapjan tudoményos kutatdsaimban az alabbi célkitiizéseket fogalmaztam meg.

1. A 2-es tipusi DM adllatkisérletes modelljeiben vizsgiljam a rezisztencia erek endothel-

fliggd és simaizom 4ltal kozvetitett vazomotor mitkodésében 1étrejovo elvaltozasokat.

2. Feltirjam a mikroerek vazomotor mikddészavardban szerepet jatszo lehetséges
mechanizmusokat, kiilonds tekintettel az oxidativ stressz és megvéltozott prosztaglandin

szintézis mikrovaszkularis hatasaira.

3. Tovabb4, hogy vizsgéljam olyan potencidlisan vazoaktiv hatdsu vegyiiletek, mint példaul
a levosimendan és metabolitja, az OR-1896 mikroér vazomotor mitkkddésre gyakorolt
hatdsat, €s annak pontos mechanizmusat, mely vegyiileteknek szerepe lehet bizonyos
kérallapotokban, példdul az daltalunk 2-es tipusi DM-ban megfigyelt kéarosodott

mikroérmiikodés helyredllitasat célzd terapidjaban.



A kisérleteink eredményei és az azokbdl levonhaté kovetkeztetések segithetnek a human
2-es tipusu diabetes mellitusban kialakulé mikroér funkciézavar korélettani folyamatainak
megismerésében, valamint hozzajarulhatnak a kéros mikroérmiikodés és annak kovetkeztében
kialakul6é szisztémds hemodinamikai elvéltozdsok megel6zésére és a kardidlis riziko
csokkentésére iranyulé gydgyszeres terapias elvek kidolgozasahoz. Kisérleteink segitségével
a korondria mikroereken haté 1j hatidsmechanizmusi gydgyszerek kifejlesztése és azok

hatdsmechanizmusainak vizsgdlata is megval6sithaté lehet.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Szivérrendszeri megbetegedések 2-es tipusii diabetes mellitusban

A 2-es tipusu diabetes mellitus kiilonbozo etiol6gidju anyagceserezavarok osszefoglalo
neve, melyet elsOsorban a szénhidrat, de a lipid anyagcserét is érinté folyamatok komplex
eltéréseivel tarsulé krénikus hiperglikémia jellemez. ' J6I ismert, hogy a lipid anyagcsere
kéros elvaltozdsai (hiperkoleszterinémia, hipertrigliceridémia, aterogén diszlipidémia
szindréma) az iszkémids sziv-, agy- és periférids érbetegségek Ilétrejottének egyik f6
rizikéfaktorat képezik. Az érrendszeri komplikdcidk nagyrészt a lipid anyagcserezavar
kovetkezményeként kialakulé atherosclerosis miatt jonnek létre. Kordbbi vizsgélatok
rdmutattak arra a tényre, hogy a makrovaszkuléris atheroscelrotikus érelvaltozdsok mellett,
illetve azt megeldzden diszlipidémidban funkciondlis mikrovaszkularis elvaltozdsok alakulnak
ki> ? A diszlipidémia okozta makro- és mikrovaszkuldris funkciékdrosodds hatterében
részben az endothel mikodésének megvéltozasat feltételezik, amely kozponti szerepet
jatszhat egyes aterogén folyamatok elinditdsaban és kialakitasdban. *”

A tovabbi klinikai kutatisok ravilagitottak arra a tényre is, hogy a szénhidrat
anyagcsere legjelentdsebb zavardnak, a ma mar epidémia jellegli diabetes mellitusnak szintén
szerepe van a kardiovaszkuldris riziké fokozédasaban.® A diabetes mellitus Onmagéban olyan
mértéklt kardiovaszkuléris rizikéfokozodast jelent, ami a mar kordbban miokardidlis
infarktuson 4tesett betegek rizik6fokozoddsaval egyenld nagységl’l.9

Ezért nem meglepd, hogy a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsdban kiilondsen
komoly szereppel birhat egy olyan koérdllapot, amely a magas vércukorszint, karosodott

gliikéz tolerancia mellett egyéb lipid eltéréseket, igy az emelkedett triglicerid szint és



csokkent magas denzitdsu lipoprotein (HDL) szint, valamint magas vérnyomds egyiittes
eléforduldsat is magédban foglalja.10 Kordbbi tanulmény szerint els@sorban a lipid héztartas
zavarait érintd, elhizdssal és magasvérnyomassal tarsulé metabolikus szindroma esetén 3,53-
szorosdra, ugyanakkor a 2-DM egyiittes fenndlldsa esetén 8,19-szorosira emelkedik a
kardiovaszkuldris mortalitds.'' 2-es tipusi diabetes mellitusban szenvedé betegeknél
feltételezetten az  anyagcsere-folyamatok kéros kovetkezményei miatt  kialakuld
kardiovaszkuléris (cerebrdlis, kardidlis, alsé végtagi) szovédmények okozzdk a betegek
legnagyobb hanyaddnak morbiditdsat és mortalitdsat. '>"> Az intenziv klinikai és kisérletes
kutatdsok ellenére a diabetes mellitusban megfigyelhetd sziv- és érrendszeri elvédltozdsok
pontos koérélettani mechanizmusai és a kialakuldsukban szerepet jdtszé patoldgiai tényezdk
még ma sem teljesen tisztdzottak. Prospektiv populdciés vizsgdlatok kimutattdk, hogy a
szoros vércukor kontroll csokkenti a diabetesben szenvedd betegek mikroérrendszeri
elvaltozasaibol ad6dé vaszkuléris rizikéfokozddast, ami a normadlisndl magasabb plazma

gliikéz kéroki szerepére iranyitotta a figyelmet. '°

2.2. Vazomotor miikodészavar 2-es tipusu diabetes mellitusban

A hosszud ideig fenndll6 2-DM-ban a nagyerekben atherosclerosis alakul ki, amely
nagymértékben hozzijarul a kardiovaszkuldris mortalitdis novekedéséhez. ﬁjabb
vizsgélatokban felvetették azt a hipotézist, hogy 2-DM-ban mér a nagy erek atheroslerosisa
eldtt elvéltozasok jelennek meg a mikroerek szintjében. 2-DM-ban mind a makrovaszkuléris,
mind a mikrovaszkuldris funkciézavar és érszovodmények kialakuldsdban jelentds szerepet
tulajdonitanak a vaszkularis endothel és simaizom funkcionalis kdrosodésanak."” A mikroerek
vazomotor mikodésének zavara a rezisztencia erek szintjében a lokélis szoveti vérataramlas

szabdlyozd, adapticiés folyamatainak besziikiiléséhez, valamint a periférids ellenallds



megvaltozdsdhoz, ezéltal magasvérnyomds betegség kialakuldsahoz vezethet. 2-DM-ban a kis
ereket érintd microangiopathia talajdn kialakulé nephropathia, neuropathia, retinopathia,
cerebralis, kardidlis, és als6 végtagi mikrokeringési zavarok nagymértékben hozzajarulnak az
ezen betegségben szenveddk fokozott morbiditdsi és mortalitdsi rizikéjdhoz. Azonban a
mikroerek megvaltozott vazomotor miikodésének természete €s a hattérben all6 pontos

koérélettani mechanizmusok nem kellGen tisztazottak.

Endothel diszfunkcio

Az elmult évek kutatdsai bebizonyitottdk, hogy a vaszkuldris endothel nemcsak egy az
ereket béleld passziv barrier. Kis tomegéhez (~110 gramm) képest oOridsi feliiletet képez, (~
350 mz) és aktivan részt vesz a kardiovaszkularis rendszer miikodésében. Fontos élettani
feladata a vérkeringés lokdlis szabdlyozésa, részt vesz az ion és folyadékcserében, kontrollélja
a véralvaddsi mechanizmusokat, a vérlemezke és leukocita adhézié folyamatat, az érfalban
zajlo lokalis gyulladdsos folyamatokat, a vaszkulogenezist, €s angiogenezis‘[.17 Az endothel
kiilonboz6 fizioldgids stimulusokra értagité és érsziikitd anyagok szintézisével és
felszabaditdsaval vélaszol, ezdltal szabdlyozva az adott érteriilet vérellatdsat, a szoveti
perfuziét. Az endothel tovébbi alapvetd tulajdonsdga a szenzoros funkcid, melynek sordn az
endothel membran receptor-fiiggd és fiiggetlen mechanizmusok révén érzékeli a kiillonb6z6
mechanikai stimulusokat, igy a transzlumindlis nyomadsvaltozast és az 4aramlds okozta
nyiréerd/fesziiltség véltozasait."® Ezen paraméterek viltozdsai élettani mechanizmusokon
keresztiil szabdlyozzak a rezisztencia erek atmérdjét, ezéltal a szoveti keringés kialakitdsaban
toltenek be fontos szerepet. A lokdlis keringésszabalyozas meghatirozé a szovetek, szervek
vérellatasdnak biztositdsdban, melyet a vérnyomds véltozdsa esetén a fokozddd anyagcsere
igényekhez alakit, ezéltal a véraramlast fiiggetleniti a vérnyomds pillanatnyi véaltozasaitdl. (1.

abra)



o szOveti perfuzié ~—
vaszkularis diffazios felszin
ellenéllas

arteriola atméré

T

vazoaktiv mediatorok
(NO, PG, EDHF)

hemodinamikai faktorok

(aramlasi profil, stb.)
endothel

mechanotranszdukcié

T

mechanikai stimulus
(aramlas/nyiroerd)

l.dbra. NO: nitrogén monoxid, PG: prosztaglandin, EDHF: endothel-dependens

hiperpolarizdlé faktor

A lokdlis keringésszabdlyozasi mechanizmusokban kordbban a vazoaktiv metabolitok,
az artérids pH, pO,, pCO, szerepét hangsilyoztdk, azonban az elmult évtizedek kutatdsai
megmutattdk, hogy az intrinzik vaszkuldris mechanizmusok (miogén mechanizmus,
nyiréfesziiltség indukalta dilatdcié) nagymértékben hozzdjarulnak a lokdlis vératdramlds
szabdlyozasahoz. A sebészek €s morfolégusok korében mar tobb szdz éve ismert, hogy az
erek nagysdga a benniik dramlé véraramlads nagysagaval ardnyos, tehiat nemcsak az ératmérd
hatdrozza meg az dramlast, hanem e tétel forditva is igaz.

Az endothel éltal termelt legfontosabb vazodilatitor anyagok a nitrogén monoxid
(NO), a prosztaciklin (PGI,) és a mai napig tisztdzatlan természetii endothel-dependens
hiperpolarizald faktor (EDHF). Az egyes vazodilatitorok a kiilonbdzd érteriileteken eltérd

mértékben jdrulnak hozzd a vazodilaticié kialakitdsghoz." Furchgott és Zawadzki



bizonyitottdk eldszor, hogy az acetilkolin (ACh) kivaltotta relaxdcidra csak az ép endothellel
rendelkezd erek képesek. Ez vezetett az endothel dltal termelt relaxdciés faktor (EDRF)
felfedezéséhez *°, amelyrdl Palmer és mtsai 1987-ben bizonyitottdk be eldszor, hogy a NO-dal
azonos. 2! Az azoéta eltelt évek kutatdsai részletesen feltartdk a NO élettanat, biokémiajat. A
NO a nitrogén monoxid szintdz (NOS) altal katalizalt reakciéban L-argininbdl és oxigénbdl
képzddik, mikozben L-citrullin és NO szabadul fel. A NOS tobb izoformdja taldlhaté meg az
emlds szervezetben, az endothelidlis (eNOS), neurdlis (nNOS) és az indukalhaté (iNOS)
izoforma, melyek szabdlyozdsa, és élettani funkcidi eltéréek. 22 A biokémiai reakci6
kofaktorai a redukdlt nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfit (NADPH) és a
tetrahidrobiopterin (BHy). 3 A NOS obligét alkotérésze a hem vas, a flavin-mononukleotid
(FMN)24 és a flavin-adnein-dinukleotid (FAD). 2 A vaszkuldris szdvetekben termel3dott és
felszabadult NO a vaszkularis simaizomban a szolubilis guanilat-cikldaz (sGC) enzim
aktivaciojahoz vezet, mely enzim emeli az intracellularis ciklikus guanozin-monofoszfat
(cGMP) koncentriciét. Ennek kovetkeztében a Ca®* koncentricié és/vagy a simaizom Ca*
érzékenység csokkenés révén vaszkuldris simaizom relaxacié jon létre. 26. 27 Az endothel
vazodilatdtor mitkddése tovabbi az endothel altal termelt dilatator faktorok, mint példaul a
mai napig tisztdzatlan természetii endothel-dependens hiperpolarizdlé faktor (EDHF), és a
ciklikus adenozin-monofoszfit (cAMP) rendszeren keresztill haté ciklooxigenaz (COX)
izoenzimek (COX-1 és COX-2) termelte prosztaglandinok, a prosztaglandin E2 (PGE,) és a
PGI, kovetkezménye is. 28,29

Az endothel azonban nem csak dilatator természetii, hanem konstriktor anyagokat is
termel. Ilyen anyag az endothelin, amely egyike a leghatékonyabb vazokonstriktor
molekuldknak. Harom izoformdja 1étezik (endothelin 1,2,3), melyek az endothelin kiillénb6zo
receptorain keresztiil fejtik ki hatdsukat.™ Az endothel dltal termelt mdasik fontos

vazokonstriktor anyag az angiotenzin II. Az angiotenzin Il az angiotenzin I-bdl képzddik az

11



angiotenzin-konvertdz enzim (ACE) hatdsdra, mely enzim a lokdlis renin-angiotenzin
rendszer részeként feltehetdleg a vaszkuldris endothelben és a simaizomban is megtal4lhat6.*"
Az angiotenzin II a simaizomsejtek felszinén talalhaté receptoraihoz (AT-1 és 2) kotddik, a
G-protein rendszeren keresztiil fejti ki hatdsat, melynek eredménye az intracelluldris Ca®
koncentracié novekedése, a protein kindz C aktivitdsdnak és a simaizomsejtek migraciéjdnak
és porliferacidjanak fokozédasa.™ A ciklooxigendz izoenzimek nemcsak vazodilatitor, hanem
vazokonstriktor természetli prosztaglandinokat is termelnek. Ilyen a prosztaglandin
Hy/tromboxdn A, (PGH/TXA;), amely a simaizomsejteken megtaldlhaté receptorok
aktivacijaval erételjes vazokonstrikciot idéz el.**

Az endothel rendkiviil 0sszetett, egymassal pairhuzamosan miikodo és kolcsonhatdsban
allo élettani folyamatainak megbomlott egyensilya bizonyos kérélettani koriilmények kozott
az endothel kéros mikodéséhez, endothel diszfunkcidhoz vezethez. Az endothel diszfunkcid
esetén megbomlik a vazodilatitor (NO, PGI,, EDHF) és vazokonstriktor (endothelin-1,
angiotenzin II, vazokonstriktor prosztaglandinok) tényez6k kozotti egyensiilyi dllapot. Igy a
vazodilatator mechanizmusok csokkenése, vazodilatidtor adapticids folyamatok besziikiilése,
vazospazmus alakul ki. Azonban a lokdlis szoveti faktorok aktivdléoddsa és az endothel
mikodési  egyensulydnak megbomldsa kovetkeztében nemcsak az endothel-fiiggd
vazodilatator folyamatok sériilnek, hanem a vérlemezkék, monocytik és egyéb sejtes elemek
adhézidja kovetkeztében fokozott tromboziskészség, az érfali simaizomsejtek proliferacidja és

18, 35

az érfalban lokdlisan zajlé gyulladas alakul ki, melyek tovabb karosithatjdk az endothel

mukodését.

A miogén tonus diabetes melliutsban

A vaszkularis rezisztencia kialakitisdban szerepet jatsz6 egyik legfontosabb tényez6 a
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miogén vélasz, amely els@sorban a mikroerek szintjében mikodik.® A rezisztencia erek
dlland6 tonussal birnak, amely tovdbbi konstrikcidt, vagy dilatacidt tesz lehetévé. Ennek
kovetkeztében hatékonyan szabalyozhat6 az anyagcsere igényekhez igazitott szoveti perfizio.
A mikrovaszkuldris ténust a kornyezd szovetek metabolikus igénye, az idegrendszer, a
keringd és lokdlisan termel6dé hormonok, és mechanikai tényezdk egyiittesen szabdlyozzak.
A szisztémas vérnyomds emelkedése a mikroerek elsOsorban simaizom-kozvetitette
vazokonstrikcidjat eredményezi, ezt a jelenséget miogén ténusnak nevezziik. Az érfalban
termel6dd, vagy a kornyezetben felszabadulé vazokonstriktor anyagok hatdsdra az érténus
fokozddhat, mig ha az endothelbdl vazodilatitor természeti anyagok szabadulnak fel, akkor a
ténus mértéke csokken. A bazdlis miogén ténus a szoveti vérataramlds gyors és hatékony
szabdlyozasat teszi lehetdvé. A miogén ténusnak a kiilonbozd kérillapotokban bekdvetkezd
véltozdsai még nem teljesen ismert. Néhdny munkacsoport tanulményozta csupdn a miogén
valasz lehetséges valtozasat diabetesben, elsGsorban vazizom mikrokeringésben.
Streptozotocinnal (STZ) eléidézett diabeteses patkdnyok cremaster artreioldiban in vivo
kisérletekben a miogén konstriktor vélasz kdrosoddsodott. *” Hill és Ege patkanybdl izolalt
cremaster arterioldkban azt taldltdk, hogy mind az akitv, mind a passziv nyomads-indukalt
érvalasz kéarosodik, azaz a miogén valasz megvaltozott miikodése alakul ki diabetes
mellitusban.*®

Szamos tanulmdnyban lefrtdk a simaizom Ca® érzékenységének megvaltozasat,
amelynek kovetkeztében fokozott bazdlis miogen ténus és agonista-kivaltotta vazokonstrikcid
alakul ki diabetes mellitusban.®**' Az érintett wtvonalak némelyike szerepet jatszik az
intravaszkuldris nyomdsvéltozds mechanotranszdukcidjidban, azonban nem ismert pontosan

az, hogy ezen elvaltozasok hogyan befolydsoljak a vazizom artrerioldk miogén valaszat.

2.3. Vazomotor diszfunkcio és oxidativ stressz

A sejtek miikodése sordn normaélisan kis mennyiségben termelddnek reaktiv oxigén
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szabadgyokok (ROS), melyeknek fontos szerepe van a szigndltranszdukcids folyamatok
szabeilyozeiseiban.42 Koéros koriilmények kozott azonban a ROS fokozott mértékben
termelddhetnek, amely meghaladja az antioxiddns rendszerek kapacitdsat, és a kiilonb6zo
makromolekuldk (DNS, proteinek, szénhidratok, lipidek) oxidacidja johet 1étre, ami a sejtek
funkcionalis és morfoldgiai kdrosodasihoz vezethet. Ezt a jelenséget oxidativ stressznek
nevezziik. Az oxidativ stressznek fontos szerepet tulajdonitanak szamos betegség, igy az
Alzheimer  betegség, a  daganatos megbetegedések, ¢és az  atherosclerosis
pathomechanizmusé.ban.43 4

Szabadgyokoknek nevezziik azokat a molekuldkat, amelyek egy vagy tobb parositatlan
spinii elektronnal rendelkeznek. Az oxigént is tartalmazé szabadgyokoket reaktiv oxigén
szabadgyoknek (ROS-nek), mig a nitrogént tartalmazdkat reaktiv nitrogén szadabgydknek
(RNS-nek) nevezziik. A ROS csoportjaba tartoz6 elsddleges szabadgyok a szuperoxid anion
(02, amelybdl mas molekuldkkal reakcidba l1épve ,,szekunder” ROS képzddhet, igy hidrogén
peroxid (H,O,), a hidroxil gyok (-OH), és a lipid peroxil gyokok. RNS tulajdonképpen a NOS
altal termelt NO, amelynek szdmos fiziol6gids funkcidja van (pl.: neurotranszmisszio,
vérnyomdas-szabélyozds, vazodilaticié).* * A NO-b6l szamos mds RNS képzédhet, igy a
nitrozonium kation (NO™), a nitroxyl anion (NO") és a peroxinitrit (ONOO").* 4

Az eml0s sejtekben az élettani folyamatok sordn ROS-et a mitokondridlis elektron
transzport lanc, a xantin-oxiddz (XO), a NAD(P)H-oxiddz, a NOS, a COX izoenzimek, a
lipoxigendz (LOX), és a citokrom p450 monooxigendzok termelik. A ROS és szarmazékaik
élettani funkcidik mellett kérosithatjdk a sejtek milkodését, ezért a sejtek tobbszoros
antioxidans védelemmel rendelkeznek, melyek szabalyozzak a ROS szintjét. Ilyen antioxidans
védelmet biztosit a sejtek szuperoxid-diszmutiz (SOD) rendszer, a kataldz, a glutation-

peroxiddz rendszer és a ROS termel folyamatok nagyfokd kompartmentalizacioj a.?

A ROS termeld és elimindl6 rendszerek a vaszkuldris sejtekben is megtaldlhatdak és
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Ujabban szdmos esetben kimutattdk, hogy az oxidativ stressznek a kardiovaszkuldris

megbetegedések pathogenezisében fontos szerepe lehet. “°° Az oxidativ stressz sordn a ROS

és a RNS az érfal szdmos fontos fiziolégiai funkciéjat kdrosithatjdk.”" > A ROS és RNS

feltételezett vaszkularis hatdsait az alabbi tablazat foglalja 6ssze. (1. tdblazat)

Oxidativ Célmolekula Hatas
agens
(073 NO A NO inaktivicidja kovetkeztében csokken a sGC aktivdlasa
Peorxinitrit képzodés
Fe-S Az aktonitdz €és mitokondridlis respirdcié gatlasa Fe
komplexek felszabadulas kovetkeztében, mely OH képzodést eredményez
Katekolaminok | Az epinephrin és norepinephrin gatldsa az adrenerg aktivitast
csokkenti
H,0, Katalaz sGC aktivacio
GSH peroxiddz | GSSG termel6dés
COX Peroxid képzddés
PGI, szintaz ROS és RNS inaktivacid
OH Thiolok sGC inaktivaldsa
Lipidek Vazoaktiv izoprosztidnok és oxidalt lipid termékek képzddése
NO sGC hem része | sGC aktivalds
Citokrom- A respirdci6 reverzibilis gatlasa
oxidaz
RNS Thiolok sGC inkativaldsa
COX Peroxinitrit aktivalds
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Tirozin PGI, nitralasa és inaktivalasa

Fe-S koplex Az akonitiz ¢és mitokondridlis respirdcié gatlasa Fe
felszabadulds kovetkeztében, mely (RS),Fe(NO), komplex

képzddést eredményez

1. tdbldzat. A reaktiv oxigén gyokik és szdrmazékaik hatdsa a vaszkuldris rendszerre >°

A vaszkularis szovetekben is megtaldlhaté a citoplazmatikus Cu-Zn-SOD, a
mitokondridlis Mn-SOD és az extracellularis SOD, melyek {6 funkcidja, hogy
megakaddlyozzdk a NO és a O, reakcidjat, ezéltal novelve a NO bioldgiai aktivitdsat. A
vaszkuldris SOD aktivitdsdnak eredményeként a O, koncentricié a pikomoldris tartoméanyban
marad és az igen gyorsan (~10? masodperc alatt) lejatsz6dd reakcié eredményeként H,O,
keletkezik. Bar a H,O, gyengébb oxiddlé hatdssal bir, konnyen képes atdiffundilni a
plazmamembranokon 3 Ujabban azt feltételezik, hogy a H,0,-nak fontos szerepe lehet az
ératmérd szabdlyozdsiban. Kiilonbozo érteriileteken leirtdk mind vazokonstriktor,5 435 mind
pedig vazodilatitor hatdsat.>® > A H,0, a szoveti kataldz-antioxiddns rendszer hatdsira
molekuldris oxigénné és vizzé alakul at. A SOD aktivitdsdnak hidnydban, vagy fokozott Oy
produkcié esetén az O, szint nanomoldris tartomdnyba emelkedhet, és reakcidba 1éphet a
vaszkuldris NO-dal peroxinitritet képezve. Ez a reakcié rendkiviil gyorsan (6,7x 10° mol/Lxs”
8 a O, inaktivaldsdsndl hiromszor gyorsabban jatszodik le. A O, és NO reakcidja sordn
keletkez6 ONOQO™ egy igen stabil, ers oxidalé dgens.

Az érfalban terel6dd szabadgyokok tobbféle mechanizmus dtjdn hoznak 1étre endothel
diszfunkciot. A O, egyrészt inaktivalja a NO-t képzddés kozben, igy csokken a NO bioldgiai
hozzaférhet6sége, ezaltal karosodik az endothel dependens vazodilatacié 59, masrészt az LDL
oxidalédasat valtja ki . A O, és annak metabolitja a H,O, a génexpresszi6t is befolyésoljak.
A redox-szenzitiv kindzokat aktivalva és specifikus foszfatizokat inaktivalva a génexpresszi6

fokozddik, igy né pl. a vaszkularis sejt adhéziés molekula-1 (VCAM-1), és a monocyta
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kemoattraktans fehérje-1 (MCP-1) expresszidja. “2A ROS olyan géneket is aktival, melyek
expresszidja az oxidativ hatdsra adott adaptiv vdlasz részét képezik. Ilyen gének maguk az
antioxidans enzimrendszereket k6dolé gének (SOD és kataldaz) aktivalddasa is.o! A O, ésa
H,0, a vaszkuldris simaizomsejtek (VSMC) és a fibroblasztok novekedését és a VSMC
migriciot aktivilva, valamint a celluldris apoptézist indukdlva hozzdjarul a vaszkuléris
remodelling 1étrejottéhez is.

Ujabb kisérletes megfigyelések szerint a vaszkuldris ROS termelésében harom f6
enzim, a NAD(P)H-oxiddz, a xantin-oxiddz (XO) és a NOS vesz részt.** A vaszkuldris
endothel sejtekben és simaizomban a ROS egyik lehetséges forrdsa a membrdnhoz kotott
NAD(P)H-oxiddz.® ** A NAD(P)H-oxiddz az oxigént a NADH illetve a NADPH egy
elektronjat felhaszndlva O,-da reduké.lja.65 A vaszkularis NAD(P)H-oxidazt a citokinek,
hormonok és az érrendszerre haté mechanikai erék egyarant aktivalhatjdk .

A xantin-oxiddz (XO) a purin metabolizmus sordn a hypoxantin és xantin oxidéciéjat
katalizdlja. A xantin-dehidrogendz (XD) reverzibilis (intracelluldris Ca** szint emelkedés,
oxidativ stressz), vagy irreverzibilis (proteolizis) moédositds dltal xantin-oxiddzza (XO)
alakulhat. A XD a reakci6 sordn NAD"-t, mig a XO a molekuldris O,-t redukdlja, mikézben
0, és Hy0, képzc’idik.67 A mikroerek endothelsejteiben nagy mennyiségben megtaldlhat6 az
enzim. ® In vivo spontan hipertenziv patkdnyokkal (SHR) végzett kisérletek sordn meriilt fel
el6szor, hogy a XO altal termelt O,-nak szerepe lehet a NO bioldgiai hozzaférhetéségének
csokkentésében. A SHR-ndl a rekombindns SOD szignifikdnsan csokkentette a vérnyomast,
mig normdl vérnyomdsu patkdnyokban nem befolydsolta azt. A XO gétldszere, az oxypurinol
szintén csOkkentette a SHR-ok vérnyomdsat, mely szintén arra utal, hogy a XO-nak szerepe
van a magasvérnyomas kialakitdsaban.” Kisérletesen el6idézett atherosclerosisban az
emelkedett O, szintet a XO gitlé oxypurinol szintén csokkentette,” hiperkoleszterinémiss

betegekben pedig az oxypurinol javitotta a kdrosodott vazodilatdciot.”!
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A vaszkuldris O, lehetséges harmadik forrdsa az eNOS. Az eNOS a
tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktor jelenlétében, mely az enzimhez annak hem csoportja koriil
kotodik, az L-arginin guanidino csoportjanak nitrogénjére juttat egy elektront, mikzben NO
képzodik. Korabbi kisérletek kimutattdk, hogy a neurdlis NOS képes ROS-t termelni L-
arginin vagy BHy hidny esetén.’" Inzulin rezisztens patkanyokban a fokozott vaszkuldris ROS
termelést a BH, terdpids addsa csokkentette, mely arra utal, hogy a BH4 hidnya kovetkeztében
az eNOS O, -t termel. 2

Osszefoglalva tehat elmondhaté, hogy az eltérd etiologidji betegségekben
megfigyelhetd endothel diszfunkcié héatterében oxidativ stressz dllhat. A ROS-t a vaszkularis
szovetekben taldlhaté harom enzimrendszer, a XO, NAD(P)H-oxidaz és az eNOS termelheti.

Az enzimek altal termelt ROS, foként a O,, a NO-dal reakciéba lépve csokkenti annak

bioldgiai hozzéaférhetdségét és endothel diszfunkciéhoz vezethet.

xantin oxiddz NAD(P)H oxidaz  ,uncoupled’ eNOS

~ //

reaktiv oxigén és nitrcfén szarmazékok

OXIDATIV STRESSZ

l

VAZOMOTOR DISZFUNKCIO

csokkent vazodilatacio simaizom proliferacié  remodelling
fokozott kontrakcid

trombocita aggregéacio érfali gyulladas

2. dbra. Oxidativ stressz indukdlta endothel diszfunkcio mechanizmusai.

2.4. Diabetes mellitus, vazomotor diszfunkcio és oxidativ stressz

Kezdeti humédn vizsgilatokban a DM-ban szenvedd betegeknél a nagyerek (aorta,
korondria) felgyorsult iitemii atheroscelrosisat figyelték meg. KésObbi vizsgilatokban

azonban azt taldltdk, hogy még az atherosclerotikus, illetve kis erek esetében a
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mikroangiopathids morfolégiai elvaltozdsok megjelenése elott, illetve azzal parhuzamosan
karosodik mind a nagy konduktancia erek, mind a mikorerek funkciondlis vazomotor
mikodése 7, amely a szoveti perfuzié karosodasaval az iszkémids allapotok kialakulasat teszi
lehetdvé.

Human kisérletekben az a.brachialis endothel funkcidjat vagy ismert hatdsi agonista szerrel,
vagy a végtagot ellatd artéria 5 perces leszoritdsa utdni felengedésének kapcsan kialakuld
ératméro-valtozassal, az un. aramlds-indukalta dilatdcioval mérik. Ilyen kisérletes
koriilmények kozott Clarkson és mtsai 1. tipusu diabetes mellitusban szenvedd betegeken az
a.brachialisban csokkent mértékli dramlas-fiiggd dilataciot taldltak.” Vehkavaara és mtsai ",
valamint Makimattila és mtsai '® II. tipustd diabeteses betegeken az a.brachialis csokkent
mértékli endothel-fiiggd dilaticidjat irtdk le, mig az endothel-fiiggetlen vazodilaticié nem
véltozott a kontroll csoporthoz viszonyitva.

Hasonléan a huméan megfigyelésekhez a DM kiilonboz6 allatkisérletes modelljeiben is
megfigyelték az eltérd érteriiletek agonista szerek kivaltotta, endothel-fiiggd érvalaszainak
karosodésat. Tesfamariam és mtsai alloxdnnal kezelt diabeteses nyulak abdomindlis aortdjan
(izolalt érgylirli preparatumon) '/, mig Keegan és mtsai STZ-indukdlta diabeteses patkanyok
thoracalis aortdjan taldltak csokkent mértékii ACh-indukdlta dilataciét. " Koltai és mitsai
alloxdnnal kezelt diabeteses kutydk korondria erein figyeltek meg csokkent mértékli endothel-
fliggd ACh-kivéltotta dilataciot. »

Hasonlé eredményekrél szdmoltak be a mikroerek funkciondlis elvéltozasaival
kapcsolatban is. Palmer és mstai az ACh-indukalta dilatacié csokkenését mutattdk ki STZ-
indukélta diabeteses patkdnyok mesenteridlis arterioldiban,* mig Haygate és mtsai
inzulinrezisztens patkdnyok mesenteridlis artéridjan csokkent bradikinin- és ACh-indukalta
dilataciérél szamoltak be. ®' Lagaud és mstai inzulin rezisztens db/db egerek mesenteridlis

arterioldiban az ACh- és bradikinin-kivaltotta endothel-fiiggd dilaticié csokkenését
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tapasztalteik.82 Erdds és mtsai fruktdzzal etetett inzulin rezisztens patkdnyok a.cerebi
mediajdban csokkent mértékii endothel-dependens vazodilaticiot taldltak, mig az endothel
fiiggetlen, nitroprusszid-natrium(SNP)-kivaltott dilaticié nem kiilonb6zott a kontroll
csoporthoz viszonyitva. *> Ugyanakkor Frisbee és mtsai in vivo cremaster izom mikroereiben
mind az ACh-, mind pedig a SNP-kivéltotta dilatacié csokkenést figyeltek meg diabeteses
patkdnyokon az egészségesekhez viszonyitva. 8

A humén és az dllatkisérletes ereken végzett vizsgdlatok eredményeit 0sszefoglalva
elmondhat6, hogy a DM-ban mind a nagy erekben, mind pedig a mikroerekben csokken az
endothel-dependens agonista és/vagy daramlds kivdltotta dilatdci6. A nagy konduktancia
ereken végzett vizsgédlatokbdl azonban csak korlatozottan vonhatdk le kovetkeztetések az
endothelidlis mechanizmusok sériilésére, mivel ezeken az ereken sem a haszndlt agonista
szereknek, sem az dramldsnak nincs ératmérd szabdlyoz6 szerepe. fgy a legtobb nagy éren
végzett vizsgalat eredményeibdl csupdan arra lehet kovetkeztetni, hogy DM-ban karosodik az
endothel funkcid. Ugyanakkor a DM-ban a mikroerekben megfigyelt megvaltozott endothel
mikodés mar kozvetlenebb bizonyitékokkal szolgdl a szoveti perfiizié kéros elvaltozasairol,
mivel ezen mikroereknek fontos szerepe van a keringés lokdlis szabdlyozdsidban. Kevés
irodalmi adat &ll rendelkezésre azonban arra vonatkozéan, hogy hogyan valtozik meg a
mikroerek miitkodése DM-ban, és mi az elvaltozdsok pontos kérélettani mechanizmusa.

Az eldbbiekben részletezett vizsgilatokban a csokkent mértékli endothel-fiiggd
dilatacié hatterében a legtobb tanulmidnyban az endothelidlis eredetli NO csokkent bioldgiai
aktivitasat, az NO-medialta dilaticiés mechanizmus sériilését feltételezték DM-ban. Szamos
kordbbi tanulmany szdmolt be arrdl, hogy diabetes esetén az agonista szerek kivéltotta NO-
medidlta dilaticié6 nem valtozik az endothelidlis NO-szintaz farmakoldgiai gatlasa utdn, ami
kozvetett bizonyitékkel szolgdl a NO-medidlta folyamatok sériilésére. Tovabbd a legtobb

vizsgalatban a dirket NO donor szerek (SNP, nitroglicerin) vazodilatitor hatisaban nem
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taldltak kiilonbséget a kontroll erekhez viszonyitva, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
vaszkuldris simaizom NO érzékenysége nem véltozik diabetes mellitusban. A megfigyelt
csokkent mértékit NO-medidlta védlaszok hétterében ugyanakkor a csokkent NO szintézis,
vagy a NO fokozott lebomldsa is dllhat. A NO-szintdz élettani milkodéséhez sziikséges
bizonyos prekurzorok ¢és kofaktorok (L-arginin, NADPH, BH;) nem megfeleld
koncentriciéban torténd jelenléte, hidnyuk, vagy csokkent miikodésiik a NO csokkent
mértékll szintézis€hez vezethet. Tovabba a NO szabadgyok tulajdonsiga révén rendkiviil
reakcioképes molekula, és ezdltal reakcioba 1€phet szamos més szabadgyok természetili, vagy
egyéb vegyiilettel, ezéltal a sejten beliili bioldgiailag hatékony szintje csokkenhet. Ilyen a NO
szoveti szintjét befolydsolni képes molekuldk a reaktiv oxigén szabadgyokok, melyek szerepe

eldtérbe keriilt a DM-ban megfigyelhet6 endothel diszfunkcié kialakitdséban.

2.5. Prosztaglandin szintézis eltérései 2-es tipust diabetes mellitusban

Ismert, hogy az egyes kardiovaszkuldris megbetegedésekhez kronikus, alacsony szintii
szoveti gyulladds tarsul. Az érfalban megfigyelhetd gyulladasos valaszt nem lehet figyelmen
kiviil hagyni, ugyanis fontos szerepet tolt be a homeosztazis fenntartdsdban azaltal, hogy az
érfal felépitésében és miikodésében viltozasokat indukal, igy biztositva a megvaltozott
koriilményekhez vald alkalmazkodast.*> Az utébbi idSben az alacsony szintli szdveti
gyulladds, mint a diabeteses érszovédmények kulcsmechanizmusa Iépett a vizsgdlédasok
kbzéppontja’lba.86

A ciklooxigendz (COX) enzimek és az altaluk termelt prosztaglandinok jelentdsége a
krénikus gyulladdsban megalapozottnak latszik. Sok egyéb faktor mellett a prosztaglandinok
jelentés medidtorai a gyulladdsos folyamatoknak, és az is ismert, hogy szamos prosztaglandin

szarmazEék fontos szerepet tolt be a vazoreguldcidban, ezen beliil az arterioldk atmérdjének
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szabailyozaisaiban.87 Ujabb vizsgilatok szerint a prosztaglandin metabolizmus megvaltozasa
diabetes mellitusban jelentds mértékben hozzdjarul a lokdlis vazoregulatdrikus
mechanizmusok felboruldsdhoz. Kordbban mar kimutattdk, hogy az 1-es tipusd, inzulin-
dependens diabetes mellitusban,®® és a 2-es tipusd, nem inzulin-dependens diabetes
mellitusban fenndll6 ciklooxigendz- és citokin- (foként interleukin-6) medidlt gyulladas
jelenléte egyenes ardnyban 4ll az tn. glikémids stitusszal, azaz a HbA lc szintjével.*”

Emlés sejtekben az COX enzim két izoformajat ismerjitkk. A COX-1 konstitutiv médon
expresszalodik a legtobb sejtben, igy az endothel sejtekben is, ahol a celluldris homeosztazis
fenntartdsdban — ezen keresztill az érténus szabdlyozdsdban — jatszik szerepet.90 Ezzel
szemben a COX-2 izoforma normélis koriilmények kozott enyhe mértékben vagy egyéltaldn
nem kimutathaté, de gyulladdsos, mitogén ¢és egyéb élettani hatdsokra gyorsan
felszaporodik.”'

Egy korabbi in vitro tanulmany szerint abban az esetben, amikor mind a COX-1, mind
a COX-2 enzim kimutathat6, a tényleges prosztaciklin szintézist a COX-2 izotipus végzi.”
Feltételezések szerint a kronikus gyulladdssal jaré diabetesben az érfali prosztaglandin
szintézis megvaltozdsa a modosult COX-2-expresszionak tudhaté be. Ezen allatkisérletekben
felvetették, hogy diabetesben mind a nagy-, mind a kiserek szintjén fokozott a COX-2
expressszidja, ami befolydsolja az erek vazomotor funkcidit. Azonban 2-DM-ban a COX-2
expresszidja, illetve a COX-2 expresszid kovetkeztében kialakulé funkciondlis mikroér

elvéltozasok teljes mértékben feltdratlanok.

2.6. A levosimendan metabolit OR-1896 hemodinamikai és vazomotor hatdsai

A mikrocikruldcié és a kovetkezményesen 1étrejovo szisztémds hemodinamikai és

keringésélettani paraméterek diabetes mellitusban megvaltoznak, melyek jelentOsen
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hozzijarulnak a szivérrendszeri morbiditas és mortalitds fokozédasdhoz. Ezért kiemelkedden
fontos az olyan terdpids megoldasok kifejlesztése, amelyek a diabeses mellitusban kialakuld, a
mikroereket érinté vazomotor mitkodészavar helyreallitasat tizik ki célul. A levosimendan
egy a szivelégtelenség kezelésében alkalmazott Gj gydgyszercsaldd, a Ca™*- érzékenyitok
csoportjaba tartozd szer. Kedvezd kardidlis hatdsat a szivizom kontrakcidjat szabalyozé
molekula a troponin C kélcium érzékenységének fokozasaval éri el a szisztole alatt, ezéltal
pozitiv inotrop hatdssal bir anélkiil, hogy befolyasolnd a miokardium oxigénfogyasztasat €s a
szivfrekvenciat.” Mind in VitI’0,94 mind in vivo »° kisérletekben felmeriilt, hogy a
levosimendan kedvezd hemodinamikai hatdsait nem csupdn a szivizom kontraktilitdsi
paramétereinek kedvezd befolydsoldsa, hanem a periférids keringésre gyakorolt hatdsai révén
éri el. Erdekes megfigyelés, hogy a klinikai gyakorlatban elterjedt intravénds alkalmazasa
soran a levosimendan hatds a szer beaddsat kovetéen 5 6rdval alakul ki, és hosszabb ideig,
akdr napokig is fenndllhat. A levosimendan féléletideje azonban igen rovid, csupdn 1 6ra 96,97
és mivel >90%-a albuminhoz kotott a plazmdban, ezért csupdn kis hdnyada (~4%)
bioldgiailag hozzaférhetd. A levosimendan beaddsit kdvetden a szervezetben 2 bioldgiailag
aktiv metabolittd, az OR-1855-té, és az OR-1896-t4 alakul. Az OR-1855 is késdbb OR-1896-

ta alakul ét,%’ %

melynek féléletideje mar 75-80 6ra, és maximalis plazmakoncentracigjat 2
nappal a levosimendan beadésat kovetden éri el.” 1% Az OR-1986-nak csupan 40%-a kotodik
plazmafehérjékhez, igy jéval nagyobb a szabad vegyiilet ardnya. Mivel egyszeri
levosimendan adds utin a kedvezd hemodinamikai hatdsok 7-9 napig fenndllnak
feltételezhetd, hogy ezek fenntartdsdban az OR-1986 is fontos szerepet jatszhat. Az OR-1896
farmakolGgiailag aktiv vegyiiletnek bizonyult, szdmos kisérletben igazoltak Ca**-érzékenyitd,
ezaltal pozitiv inotrop hatdsat. 101, 102

Kiserletes eredmények szerint a levosimendan kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil

vazodilatator hatassal bir mind az artérids, mind a vénds oldalon. Szdmos munkacsoport
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igazolta kiilonbozo érteriileteken végzett kisérletekben, hogy a levosimendan a K* csatorndk
aktivicidjaval membran hiperpolarizdcidt valt ki, gatolva ezdltal a befelé irdnyuld Ca®
dramot. A vazodilatci6 a csokkent intracellularis Ca®* koncentracié kovetkeztében jon létre.
'8 Pataricza és mtsai izoldlt sertés epicardidlis korondria ereken mutatta ki, hogy a
levosimendan aktivélja a fesziiltség-fiiggé és nagy konduktancidji K* csatorndkat. '* Hohn és
mtsai az ATP-fiiggd K* csatorndk és a Ca**-fiiggé K* csatorndk szerepét hangsilyoztdk
humin v.saphendn végzett kisérleteikben. '® Yield és mtsai humédn a.mammaria internin a
levosimendan vazodilatitor hatdsat az ATP-fiiggd K' csatorndk aktivacidjdval, mig az
a.umbilicalisban a fesziiltségfiiggd-, és a Ca’*-aktivdlt K* csatorndk aktivaciojaval
magyaréztak. ' ' Szintén az ATP-fiiggé K* csatorndk aktivaciGjat okozza a levosimendan
patkdny mesenteridlis erekben, és a levosimendan vazodilatator hatdsat az endothel
eltivolitisa nem befolydsolja ezen érteriileten.'”®

A levosimendan vazodilatdtor hatdsaért azonban egyéb mechanizmusok is feleldsé
tehetSk. Mig a miokardium kontraktilitisat a Ca®* érzékenység fokozasdval éri el,”® addig a
vaszkuldris simaizomsejtek Ca® érzékenységét éppen ellenkezdleg befolydsolja, azaz

csokkenti azt.'”

Magasabb koncentricié esetén (~ 1 mM) a foszfodiészterdz enzimet is
géitolja, megnd az intracellularis cAMP koncentracid, és vazodilaticié alakul ki,"'* azonban
kérdéses még, hogy ennek az tutvonalnak van-e jelentOsége a vazodilaticié kialakitdsaban.
Mivel feltehetdleg mind a vénds, mind az artérids oldalon vazodilaticiot okoz, csokkenti a
sziv eld- és utoéterhelését. A miokardium oxigénigényét csokkenti, és mivel a korondria

7

konduktancia, és rezisztencia erekre vazodilatator hatassal b1’r,111 anti-iszkémias
tulajdonsaigli.112
A fent emlitett kisérletek tanulsaga szerint a levosimendan elsdsorban bizonyos kalium

csatorndk aktivacidjat eredményezi, amely folyamat a vaszkuldris simaizomsejtek

hiperpolarizacidjahoz és kovetkezményes érrelaxdcidhoz vezet. Ismert, hogy a mikroerek
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atmérdjének szabalyozdsiban kiemelkedden fontos egyes kdlium csatorndk aktivicidja és az
annak kovetkeztében kialakuld, endothel-fiiggd dilatici6. A levosimendan mikroerek
vazomotor muikodésére gyakorolt hatdsa azonban még nem ismert, tovibba az sem tudott,
hogy a levosimendan hosszud féléletidejii metabolitja, az OR-1896 a rendelkezik-e vazoaktiv
tulajdonsdgokkal és hatdsit milyen mechanizmusok altal fejti ki mikroereken. Ezért
kisérleteinkben célul tiztiik ki, hogy vizsgaljuk mind az anyavegyiilet, a levosimendan, mind
metabolitjanak, az OR-1896-nak a mikrovaszkularis érmitkodésre gyakorolt hatasait, kiillonos

tekintettel a kdlium csatrondk aktivicidjanak lehetséges szerepére.
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3. METODIKAK

Kisérleteink elsd részében him Wistar patkdnyokat hasznaltunk (Charles River,
Magyarorszag). Kisérleteink masodik részében 12-14 hetes him db/db (C57BL/KsJ-db/db’),
valamint kontroll heterozigéta (C57BL/KsJ-db*/db’) egereket hasznaltunk (Jackson
Laboratories, Ann Arbor, USA). A kisérleti protokollok utan valamennyi allaton 150 mg/tskg

nembutal intraperitonedlis injekci6 addsaval eutanaziat végeztiink.

3.1. A 2-es tipusu diabetes dllatkisérletes modelljei

A 2-es tipusi diabetes mellitus diétaval indukalt allatmodellje

A 2-es tipusu diabetes mellitust him Wistar patkdnyokban magas zsirtartalmi diéta
(High Fat Diet; HFD; PMI Nutritional International) alkalmazasaval idéztiikk el6. A HFD
patkdnyok (n=20) magas (60%-o0s) zsirtartalmi tdpot kaptak 10 héten keresztiil. A
kontrollként hasznalt patkanyokat (n=20) 10 hétig normadl zsirtartalmu tappal etettiik. A 10
hétig tarté magas zsirtartalmi diéta hatasara a HFD patkanyok elhiztak, hiperinzulinémia, és

hiperglikémia jelentkezett.

A 2-es tipusi diabetes mellitus gentetikai allatmodellje

Kisérleteink mésodik részében a 2-es tipusu diabetes mellitus genetikai modelljét
haszndltuk. Az un. db/db egerekben (C57BL/KsJ-db’/db’) a 4-es kromoszémén taldlhatd
muticié meggatolja a leptin receptor expresszidjat. A mitkoddképes leptin receptor hidnydban
a taplalkozasi id0 megnyulik a homozigéta (db/db) egerekben, amelyek silyos mértékben

elhiznak és hiperglikémidsak lesznek. Kontrollként heterozigéta egereket (CS57BL/KsJ-
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db*/db’) hasznéltunk, melyek sem morfolégiailag, sem élettani mitkddésiik tekintetében nem
kiilonboznek a normal egerektdl.

Mind a diétaval el6idézett, mind a genetikailag spontan kifejlodott 2-es tipust diabetes
mellitus sordn kialakulé metabolikus eltérések hasonléak a humén 2-es tipusu diabetes
mellitusra jellemzOokhoz, azaz elhizds, inzulin rezisztencia/hiperinzulinémia, és hiperglikémia
jelentkezik.113 M A két allatkisérletes modell metabolikus paramétereiben megfigyelt

eltéréseket az eredmények fejezetben targyaljuk.

3.2. Szisztémds hemodinamikai mérések

Artérias vérnyomasmérés

Arteria carotis  katéteres modszer. Az dllatokat intraperitonedlis ndtrium-
pentobarbitdllal (Nembutal 80 mg/tskg) altattuk el. Ezt kdvetden kipreparéltuk az éllatok bal
carotis artéridjat. Az arteria carotis kaniildldsat kovetden nyomds transzducer segitségével

(SPR 524, Millar Instruments, Texas, USA) mértiik meg az artérids kozépnyomast.

,» Tail-cuff” modszer. A db/db egerek esetében éber allatokban mértilk a vérnyomadst
un. tail cuff mddszer segitségével. Az egerek farkdra pneumatikus pulzusérzékeldvel
felszerelt mandzsetta keriilt, melynek segitségével meghataroztuk az dllatok vérnyomdsat, és

. s sz 5
szivfrekvencidjat. 1

Echocardiografia

A db/db és kontroll egerek esetében echocardiogrifids vizsgdlatokra is sor keriilt
Acuson Sequoia 256 15 MHz-es linedris transzducerrel elldtott késziilék segitségével. A
vizsgéalat soran éber dallatokon parasterndlis rovidtengelyi felvételbdl a bal kamrai

falvastagsdgot, az end diastoles atmér6t (LVEDD), az end systoles atmérét (LVESD)
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hatdroztdk meg. Ezutdn parasternélis hossztengelyi felvételbdl a bal kamrai diastoles area
(LVDA), a bal kamrai end sistoles area (LVSA) mérése tortént. Az igy nyert adatokbdl
meghatarozasra keriilt az ejekcids frakcid, a perctérfogat, valamint az arterids kozépnyomads

figyelembe vételével a teljes periférids ellendlldst is kiszamitottuk.''®

3.3. Vérkémiai meghatdrozdsok/analitikai modszerek

Kisérleteink sordn az altatott allatok artreria carotisabdl vért vettiink, melyet 4 °C-on
azonnal centrifugdltunk, és a szérumot a kiilonb6zé kémiai meghatdrozasokig -80 °C-on
taroltuk.'” Az éllatok szerumébdl teljes koleszterin és gliik6z meghatdrozds tortént
kolorimetrids assay segitségével (Cobas Integra, Roche), illetve inzulinszint mérés
radioimmun alapd assay segitségével (BYK Sangtec). Az analitikai méréseket a DE OEC

Klinikai Biokémiai és Molekuldris Patholégiai Intézetében végezték.

3.4. Izoldlt mikroértechnika

Izolalt mikroér kisérleteinket patkdny, valamint egér gracilis vazizombol izoldlt
arterioldkon (patkany: ~160 wm; egér: ~90 um) végeztiik. Nembutallal altatott allatokbdl steril
koriilmények kozott eltdvolitottuk a musculus gracilis vazizmot és egy hideg (0-4°C, pH 7.4)
Krebs oldatot tartalmazé szilikonalapd Petri-csészében tlikkel rogzitettik. Egérben az
elsdrendt gracilis arterioldt, patkdnyban a gracilis arteriola mdsodrendii dgdnak 2-3 mm-es
szakaszdt izolaltuk, majd egy hideg oxigenizdlt Krebs oldatot tartalmazé szervedénybe
helyeztiik. Az arteriolt sztereomikroszkép (Nikon) segitségével, mikrosebészeti eszkozoket
hasznélva eldszor egyik oldalan megkaniilaltuk, rogzitettiik, majd 20 Hgmm-es perfiizids

nyoméssal a lumenbdl a vérsejteket eltavolitottuk. Ezutdn az ér disztlis végét is
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megkaniilaltuk, és egy mikrocsavar segitségével bedllitottuk az eredeti érhosszt, majd egy
dlland6 hémérsékletli (T=37°C, pH=7.4) oxigenizélt szervfiirddbe helyeztiik. A szervkamrat
folyamatosan oxigenizalt (Oz: 10%, CO,: 5%, N,: 85%) Krebs oldattal aramoltattuk at (40
ml/min). Az intralumindlis nyomadst hidrosztatikus rezervodrok segitségével lassan 80 Hgmm-
re emeltiik és ~60 percig azon tartottuk, amig az ér allapota stabilizalodott. A belso ératmérd
véltozasat egy videomikroszképhoz (Nikon, Eclipse 80i) rogzitett kameraval (CFW 1310,
Scion Corp) detektéltuk és €s szamitogépes program segitségével mértiik (Image J Software).

(3. abra)
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3.5. Kisérleti protokollok izoldlt mikroereken

Arteriolaris dilatacié vizsgalata vazoaktiv szerekkel patkany izolalt vazizom erekben

A kisérletekben az izoldlt vazizom arterioldk dilatdciés valaszait ismert
hatdsmechanizmust receptor-medidlta vagy receptor fiiggetlen vazoaktiv farmakonokkal
teszteltiik. Az izolalt arteriolakban az endothel-fiiggd dilatdciét acetilkolin (10°-10° mol/L)
és hisztamin (10°-10° mol/L) alkalmazasival vizsgiltuk. Az endotheltél fiiggetleniil, a
vaszkuldris simaizomra haté direkt NO donorként a nitroprusszid-natrium (10°-10 mol/L)
dozisfiiggd hatdsait figyeltik meg. Az egyes kumulativ dézis-hatds gorbéket kimosasi
periddus kovette, ezutdn 10 percet vartunk. Ezid6 alatt az areterioldk visszanyerték kiinduldsi
toénusukat. A patkdnybdl izoldlt vdzizom arterioldkat 30 percig NO-szintdz gétlé N®-nitro-L-
arginin-metil-észter (L-NAME, 2x10™ mol/L) jelenlétében inkubdltuk, majd ismételten
megfigyeltiik az acetilkolin, hisztamin, és a SNP novekvd ddzisainak hatasara
atmérovaltozasait. Kisérleteink masik részében a feltételezetten jelenlevo szuperoxid anion
eliminaldsa céljabol szabadgyokfogé tulajdonsdgd Tiron (10° mol/L) jelenlétében 30 percen
keresztiil inkubdltuk a patkdny vazizom arteriolakat, majd ismételten megmértiik az agonista
szerekre kialakulé 4tmérdvéltozdsokat. Mds protokollokban az arterioldkat a specifikus
NAD(P)H-oxiddz inhibitor apocynin (10” mol/L), vagy a specifikus xantin-oxiddz inhibitor
allopurinol (10™* mol/L) jelenlétében is inkubdltuk, ezutin ismételten megmértiik az agonista

szerek novekvé dozisainak hatasara kialakul6 atmérovaltozasokat.

A nyomas indukalta arteriolaris miogén tonus vizsgalata db/db egerekben

Kisérleteinkben vizsgiltuk az egérbdl izoldlt gracilis arterioldk spontdn kifejlodo
ténusdnak mértékét. Ennek sordn az arterioldkban 20 Hgmm-es kezdOnyomadsrdl kiindulva az

intralumindlis nyomdast 20 Hgmm-enként emeltiik egészen 120 Hgmm-ig. Minden egyes
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nyomdsérték bedllitdsat kovetden megvartuk a spontdn miogén ténus kifejlédését, majd az igy
kialakul6é ératmérét megmértiik. Az arterioldk adott nyomdsértékre jellemzd atmérdjét
egyarant vizsgaltuk kalcium tartalmud (aktiv atméro, aktiv diameter, AD) és kalcium-mentes
(passziv atmérd, passziv diameter, PD) Krebs oldatban. Ezutin az arterioldkat 200 U/ml
kataldzzal inkubaltuk 30 percig, majd ismét mértikk az egyes nyomdsértékeken kialakul6
ératméroket. A kélcium tartalmd Krebs oldatban meghatirozott normalizélt arteriolaris
atmérot az adott nyomadsértéken mért aktiv és passziv a&tméré hanyadosaként hataroztuk meg.
A normalizalt arteriolaris dtmérét PGH,/TXA, receptor antagonista SQ-29548 (10'6 mol/L),
szelektiv COX-1 inhibitor SC-560 (10'6 mol/L), valamint szelektiv COX-2 inhibitor NS-398

(10 mol/L) jelenlétében is meghataroztuk.

A hidrogén-peroxid vazoaktiv hatasanak vizsgalata

A db/db és kontroll egerekbdl izoldlt gracilis arterioldk esetében a H,O, ératmérdre
gyakorolt hatdsat a H,O, novekvd dézisainak ( 107-10" mol/L) hatdsara kialakuld ératméro
valtozasok mérésével vizsgaltuk. A H,O, hatdsiara kialakulé ératmérd valtozasokat a
PGH,/TXA, receptor antagonista SQ-29548 (10'6 mol/L) jelenlétében is meghataroztuk.
Tovabbi kisérleteinkben a tromboxdn receptor agonista U-46619 (107-3x107 mol/L)
ératmérére gyakorolt hatdsat mértik a PGH,/TXA, receptor antagonista SQ-29548 (10°

mol/L) jelenlétében, illetve hidnyaban.

Endothel eltavolitasa

Az endothel eltavolitisat intralumindlisan 20 Hgmm nyomadssal egy percen keresztiil
atdramoltatott levegdbuborékkal értiik el. Az endothelfosztas eredményességét az endotheltdl
fiiggd vazodilatitor ACh (10'7 mol/L) és az endotheltd] fiiggetlen NO donor SNP (10'7 mol/L)

alkalmazasaval ellendriztiik. Endothel eltavolitas elott mindkét szer hatasara az arteriolak
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dilaticidja volt megfigyelhetd, mely dilatacié endothel eltdvolitds utdn csak a SNP-re alakult
ki, az endothel dependens vazodilatator ACh-ra nem volt megfigyelhetd. Endothel eltdvolitast
kovetden vizsgaltuk a db/db és kontroll egerekbdl izolalt gracilis arterioldkban a H,0,

novekvd ddzisainak hatasara kialakul6 atmérodvaltozasokat.

A levosimendan és OR-1896 vazoaktiv hatasainak vizsgalata

Kisérleteinkben a levosimendan (10°-10° mol/L) és OR-1896 (10°-10° mol/L)
novekvd doézisai hatdsdra kialakuld ératmérdvaltozasokat mértiikk patkdnybdl izoldlt gracilis
mikroerekben. A K' csatorndk szerepének tisztdzdsiara az OR-1896 hatdsdra kialakuld
ératmérdviltozasokat a nem specifikus K* csatorna blokkold, a tetraetilamménium (TEA, 10°
mol/L koncentracié 30 percig) jelenlétében is vizsgaltuk. A vizsgélt érteriileten az ATP fiiggd
K" csatorndk jelenlétét a csatorna nyitdszere a pinacidil (107-10° mol/L) novekvé
koncentraciéinak hatdsara kialakul6 dilatdcié mérésével tanulméanyoztuk. A csatorna szelektiv
gatl6szerét, a glibenclamidot (GLI) 3 kiilsnboz6 koncetraciéban (10, 5x10°, 10™ mol/L 30
percig) haszndlva meghatdroztuk az effektiv gatlé koncentraciét. Eztudn az ATP fiiggd K*
csatorndk szerepét az OR-1896 kivéltotta vazodilaticiéban a rd jellemzd, effekitv
glibenclamid koncentracié jelenlétében vizsgaltuk (5x10° mol/L). Kisérleteink utols6
szakaszdban a Ca**-aktivalt K* csatorndk szerepét tanulmanyoztuk. Az arterioldkat a csatorna
szelektiv gétlészerével, az iberiotoxinnal (IBTX, 107 mol/L 10 percig) inkubaltuk, és
ismételten mértiik az OR-1896 hatasara kialakulé ératmér6 valtozasokat. Végiil a
fesziiltségfiiggd K' csatorndk szerepének tisztdzdsa céljabél az arterioldkat a csatorna
szelektiv gétlészerével, az 4-aminopirdinnel (4-AP, 3x10” mol/L 10 percig) inkubaltuk,

majd mértiikk az OR-1896 hatdsara kialakul6 ératmérd véltozasokat.
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3.6. Reaktiv oxigén szabadgyok szdarmazékok kimutatdsa

Szuperoxid anion kimutatasa lucigenin chemiluminescencia segitségével.

A kontroll és HFD patkdanyokbdl izolalt carotis erekben az érfalban termelddott
szuperoxid mennyiségét lucigenin chemilumineszcenia segitségével vizsgaltuk Mozzahab és
mtsai médositott protokollja szerint. *® Az a.carotis egy darabjét eltavolitottuk, a kornyezé
kotészovettdl megtisztitottuk, és 37°C hémérsékletii PSS-ben inkubaltuk 60 percen keresztiil.
Az artéridkat ezutdn szcintillacids csdvekbe helyeztiik, amelyek HEPES-pufferelt (10 mol/L,
pH 7.4) PSS-t és lucigenint (10° mol/L; Sigma) tartalmaztak. A chemilumineszcenciat
folyadék szcintszdmldlé (Tri-Crab 2800TR; Perkin-Elmer) segitségével mértiik, a hattérre
korrigltunk, és a beiitésszdmot egységnyi tomegre szdmitva adtuk meg. A beiitésszdmot
allopurinol (10™* mol/L 30 percig) vagy apocynin (10™* mol/L 30 percig) hozzdaddsa utdn,
valamint Tironnal (10'6 mol/L) torténd inkubaciot kovetden szintén meghataroztuk.
Kisérleteink kovetkezd részében miutdn az alap beiitésszamot meghataroztuk, a stimulalt
szuperoxidtermelést 10* mol/L NADH-val vagy 10" mol/L xantinnal térténé 30 perces
inkubéciot kovetden hatdroztuk meg. Ennek segitségével a NAD(P)H-oxidaz, és a xantin-

oxidaz 4ltal termelet szuperoxid mennyiségét becsiiltiik. **

Hidrogén peroxid kimutatasa DCHF fluoreszcencia segitségével
A db/db és kontroll egerekben az érfalban termelédé H>O, mennyiségét

7 A carotis artéridkat

dichlorodihydroflorescein (DCHF) segitségével hatdroztuk meg.
(kontroll: n=4, db/db: n=4) eltavolitottuk, és mikroszkép alatt megtisztitottuk a kornyezd
kotdszovetes elemektdl. Ezutin fénytdl védett kamrdban az érdarabokat 5x10° mol/L
dichlorodihydrofloresceinnel (DCHF) inkubdltuk 37 °C-on 30 percig 200 U/ml kataldz

jelenlétében vagy hidnydban. Az ereket ezutdn Krebs oldatban mostuk. Fluoreszcens

mikroszképos vizsgdlat soran a DCHF-t 488 nm-en gerjesztettik. Az ereket ugyanazon
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mikroszkdp-bedllitds mellett, parosdval vizsgdltuk. A felvételeken a fluoreszcencia intenzitast
az erek proximadlis, kozéps0, és disztdlis részén mértiik, és a két csoportbdl szdrmazd erek

atlag intezitasat hasonlitottuk dssze.

3.7. Immunhisztokémia

A kontroll és HFD patkdnyokbdl szarmazé musculus gracilis darabokat fagyasztd
médiumban (Thermoshandon, Cryomatrix) bedgyaztuk. A 10 um-es konszekutiv metszeteket
acetonos fixalas utdn monoklondlis xantin-oxiddz ellenes antitesttel (1:50 higitds, LabVision)
jeloltiik. Az immunjel6lést avidin-biotin torma peroxiddz rendszerrel (Vectastatin Kit, Vector
Laboratories) tettiink lathatéva, diaminobenzidin tetrahidrokloridos festéssel. A nem-
specifikus kotddést az elsOdleges antitest elhagydsdval vizsgaltuk. A metszetekr6l Nikon
Eclipse 80 mikroszképhoz kapcsolt digitalis kamerdval (CFW-1310C, Scion) készitettiink

felvételeket.

3.8. Western immunoblot

A kontroll és db/db egerekbdl szdrmazé aortikat eltdvolitottuk, a kornyezd
kotdszovettdl megtisztitottuk, majd az aortadarabokat 100 pl mintapufferben (Sigma Inc.)
homogenizéltuk. A fehérjéket 10%-os poliakrilamid gélen 125 V fesziiltségen 1 6ra alatt
szepardltuk, majd polyvinil membrénra transzferdltuk. A COX-1 és COX-2 ellenes elsddleges
antitesteket (Cayman Chemicals) 1:500 higitdsban hasznéltuk. A jeleket chemilumineszsencia
segitségével autoradiografids modszerrel vizualizaltuk. Loading controlként B-aktin ellenes

antitestet hasznaltunk. Az optikai denzitast Image J szoftver segitségével mértiik.
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3.9. Statisztika

A vazoaktiv szerek hatasara kialakul6 atmérovaltozasokat abszolut ért€kekben, illetve
a Ca’ mentes oldatban megfigyelt passziv atméré szdzalékdban fejeztiik ki. A normalizlt
ératmérot az adott nyomdsértéken mért aktiv és passziv ératmérd ardnyaként hatiroztuk meg.
Az arterioldk miogén ténusdt az ugyanazon a nyomdson mért aktiv (Ca®* tartalmi Krebs
oldatban mért) atméré Ca”>* mentes oldatban mért passziv atmérdjének szdzalékaban adtuk
meg. Az dbrdkon a nyert adatok atlagértékei £ S.E.M szerepelnek. A statisztikai analizishez
egy utas ANOVA-t hasznaltunk, amit Tukey post hoc teszttel vagy Student’s t-teszttel
egészitettiink ki a protokolloknak megfeleléen. Az értékeket akkor tekintettiik

szignifikdnsnak, ha a p<0,05 volt.
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4. EREDMENYEK

4.1. A 2-es tipusi diabetes mellitus diétdval indukdlt modellje

Metabolikus és egyéb mért paraméterek

A magas zsirtartalmu tappal etetett (HFD) patkanyok testtomege mar 2 hét elteltével

szignifikdnsan magasabb volt a kontrollokéhoz viszonyitva, a teststlykiilonbség a 10. hétig

tovabb fokozodott. (4. abra)

—e— Kontroll *
—e— HFD

Testtomeg (g)

)
3456738910

o -
—t
N -

Hetek szama

4.dbra. Kontroll (n=20) és magas zsirtartalmii tdppal (n=20) etetett patkdnyok testtomege az

eltelt hetek fiiggvényében.
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A szamitott kaldriabevitel nem kiillonbozott a két csoportban (kontroll: 623
cal/allat/hét; HFD: 613 cal/dllat/hét). A HFD dllatok inguinalis és rertoperitonealis
zsirparnainak tomege szignifikdnsan nagyobb volt a kontrollokéhoz viszonyitva. A szérum
inzulin, glitkk6z és Osszkoleszterin szintjiik is szignifikdns emelkedést mutatott. Az altatott
koriilmények kozott, carotis kaniilacio segitségével mért atrérids kozépnyomds érték
kismértékben, de szignifikdnsan magasabb volt a HFD éllatokban a kontroll diétdn tartott

allatokhoz viszonyitva. (2. tablazat)

Kontroll HFD

Testtomeg (g) 378%+12 504423*

Retroperitonedlis zsir tdmeg (g) | 4,8+0,5 | 22,74£2,6*

Szérum gliik6z (mmol/L) 7,0+0,2 9,94+0,9*

Szérum inzulin (pmol/L) 9619 244+15%

Szérum koleszterin (mmol/L) 1,10+0,09 | 1,7240,09*

2. tabldzat. A HFD hatdsa a patkdnyok zsirszovetének mennyiségére, élettani paramétereire,

és artérids kozépnyomds értékére. A * a szignifikdns kiilonbséget jeloli.
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Dilatacio(%)

A vazizom arteriolak vazomotor miikodésenek vizsgalata

A HFD allatok izolalt gracilis artreioldinak sem a Ca’*-mentes kozegben mért passziv
(kontroll: 233 +9 um, HFD: 242410 pm), sem a Ca’*-ot tartalmazé Krebs oldatban mért aktiv
ératméroje (kontroll: 158 +9 pm, HFD: 177 £10 pm) nem kiilonb6zott a kontrollokéhoz
viszonyitva.

A HFD arterioldkban az endothel-fiiggd vazodilatator acetilkolin (5. dbra A panel),
valamint a hisztamin (5. dbra B panel) novekvd ddzisainak hatdsara kialakuld vazodilatacié
szignifikdnsan csokkent a kontrollokéhoz viszonyitva, mig az endothel-fiiggetlen

vazodilatator, az SNP hatdsara kialakulé vazodilatidcié nem kiilonbozott a két csoportban. (5.

dbra C panel)
1009 —e- ﬁlc:)r[l)troll 70q —e—Kontroll 1007 -e—Kontroll
—— ——
80- —~ 6041 —e—HFD o~ HFD
* 2 50- &
* N N’
60+ ‘O 40 :9 60+
o 3]
40- s 307 £ 401
8 204 o
20- i Q 1o QO 20-
04 . *
c L] L] L] L] L] L} J J J v v 4 c L) L] L] L] L] L] L}
1011010 10° 10 107 10 10% 101210 10 107 10 10 10 10101010 101071010510+
ACh (mol/L) Hisztamin (mol/L) SNP (mol/L)

5.dbra. Kontroll (n=18) és HFD (n=18) patkdnyokbdl izoldlt arterioldk acetilkolin (10°-10°
mol/L) (A panel) hisztamin (10°-10° mol/L) (B panel) és SNP (10°-10”° mol/L) (C panel)

novekvo dozisainak hatdsdra kialakulo érvdlaszai.
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A kontroll allatokbdl izoldlt arterioldkban a NO-szintdz gitld, az L-NAME jelenlétében
csokkent az acetilkolin és a hisztamin-kivéltotta vazodilatacié (6. dbra A és C panel), mig a

HFD arteriolak érvalaszat az L-NAME inkubacié nem befolydsolta. (6. dbra B é€s D panel)

A B

—6— Kontroll —— HFD
100- —e— Kontroll + L-NAME 100 —*— HFD + L-NAME

°\(') 804 o\o 80+
N’ N
O 604 ©  60-
o 3]
"-g 40 * g 404
Q 2 QO 5o

0+ T T T T ] T T T T 1

1011100 10 10 107 10 10 107710° 10 10 107 10 10

ACh (mol/L) ACh (mol/L)
C D

704 —— Kontroll 70o —©—HFD
X 504 2 504
'O 401 Q401
& 30 & 304
et e
S 20- S 20-
Q  10- . Q 1o-

0- * * 0=

) ) ) ) ) L} ) ) ) ) L} L}
10-1° 10 10 107 10 105 10+ 10-1° 10 10 107 10 105 10+
Hisztamin (mol/L) Hisztamin (mol/L)

6.dbra. Kontroll (n=18) (A és C panel) és HFD (n=18) (B és D panel) patkdnyokbol izoldlt
arterioldk acetilkolin (10°-10° mol/L) hisztamin (10°-10° mol/L) novekvd dézisainak
hatdsdra kialakulo érvdlaszai a NO-szintdz gdtloszere, az L-NAME-mel torténé inkubdcio

elott, és utdn.
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A szabadgyokfogé tulajdonsdgd Tiron extralumindlis hozzdadédsa utdn a hisztamin indukalt
vazodilatacié fokozddott a HFD gracilis erekben (7. dbra D panel), mig a Tiron nem
befolydsolta az acetilkolin-kivaltotta vazodilatacié mértékét (7. dbra B panel), valamint a

kontroll erek acetilkolin és hisztamin valaszat. (7. dbra A és C panel)

—o— Kontroll ::zg Ti
A 100q —2— Kontroll + Tiron B 100~ + liron
5 80- ~ go-
°\° o\o 80
N’ N’
O 604 ‘O 60+
o 0
\“ \
E 40- -g 40-
O 2 Q2
0- 1] T T T 1 0- T T T 1
1071101910 10 107 10-° 10 101019 10-° 10 107 10 10
ACh (mol/L) ACh (mol/L)
C —6— Kontroll D
701 _aKontroll + Tiron 707 HFD
60+ 6o4 —HFD + Tiron
Q) Q)
é 50+ E 50
'O 40- ‘O 40- *
S 301 o )
_.g :S 304 *
I 201 I 20-
Q 1o Q 1o-
0- 0+
L) L) L) L) L) L] T T T T T 1
10910° 10 107 10° 10° 10 10-1° 10° 10 107 10 10 10
Hisztamin (mol/L) Hisztamin (mol/L)

7.dbra. Az acetilkolin (10°-10° mol/L) és hisztamin (10°-10” mol/L) névekvé dézisainak
hatdsdra kialakulo vazodilatdcio a szabadgyokfogo hatdsi Tironnal torténd inkubdcio elott és

utdn kontroll (n=5) (A és C panel) és HFD erekben (n=5) (B és D panel)

40



Az acetilkolin és hisztamin-indukalt vazodilatidciét a NAD(P)H-oxiddz gatloszere, az
apocynin, valamint a xantin-oxiddz gétldszere, az allopurinol jelenlétében is vizsgdltuk. A
kontroll dllatokbdl izolalt arterioldkban sem az apocynin, sem az allopurinol nem befolyésolta
sem az acetilkolin (8. dbra A panel), sem a hisztamin-kivaltotta vazodilaticié mértékét. (8.
dbra C panel) Azonban a HFD adllatok izoladlt mikorereiben az allopurinol jelenlétében a
hisztamin novekvé dézisainak hatdsara kialakulé vazodilaticié fokozddott, mig az apocynin
nem befolyasolta ugyanezen érvédlaszokat (8. dbra D panel). Az acetilkolin altal kivaltott
dilatdcio mértékére sem az allopurinol, sem az apocynin nem volt szignifikdns hatdssal (8.

dbra B panel).
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8.dbra. Az acetilkolin (10°-10° mol/L) és hisztamin novekvé dozisainak (10°-107 mol/L)
hatdsdra kialakulo vazodilatdcio a szabadgyokfogo hatdsii Tironnal torténd inkubdcio elott és

utdn kontroll (n=5) (A és C panel) és HFD erekben (n=5) (B és D panel).
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Belitésszam/perc/mg szovet

Az érfali szabadgyoktermelést lucigenin chemiluminszcencia segitségével mértiik

carotis erekben. A HFD 4llatok carotis ereiben a szuperoxid mennyisége szignifikdnsan

magasabb volt, majd a szabadgyokfogé Tiron hozzdaddsa utdn a kontroll erekhez hasonl6

szintre csokkent. (9. abra A panel) A NAD(P)H-oxid4dz, és a xantin-oxidaz altal termelt

szuperoxid mennyiségét az enizmek szubsztritjainak hozzdaddsaval vizsgaltuk. NADH

jelenlétében nem volt kiilonbség a két csoport kozott, mig xantin jelenlétében a HFD carotis

erekben szignifikansan tobb szuperoxid termelddott. (9. dbra B panel)
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9.dbra. Lucigenin chemilumineszcencidval detektdlhato

(n=18) és HFD (n=18) carotis erekben szabadgyokfogo

NADH (10*mol/L)  Xantin (10" mol/L)

szuperoxid mennyisége a kontroll

Tiron hozzdaddsa elott és utdn. (A

panel) Lucigenin chemilumineszcencidval detektdlhato szuperoxid mennyisége NADH (10"

mol/L) illetve xantin (10'4 mol/L) hozzdaddsa utdn kontroll (n=4) és HFD (n=4) carotis

erekben. (B panel)
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Immunhisztokémia segitségével a HFD 4llatokbdl szdrmazd gracilis erekben a

subendothelidlis rétegben fokozott mértékii xantin-oxiddz festddés volt kimutathat6. (10. dbra)

Kontroll HFD
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10. dbra. Xantin-oxiddz immunfestés kontroll (n=4) és HFD (n=4) gracilis erekben.
Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy a HFD-val etetett patkdnyokban fokozédik a
xantin-oxiddz eredetli szuperoxid termelés, amely a NO-dal elreagilva csokkenti annak
bioldgiai hozzaférhetoségét, igy csokken a NO-medidlt vazodilatici6 mértéke a vazizom
arteriolakban. Feltételezziik, hogy ezen elvéltozdsoknak szerepe van a mikrovaszkularis

diszfunkcio és hipertonia kialakulasdban HFD hatasara kialakul6 2-es tipusu diabetesben. (11.

dbra) HFD ACh, hisztamin

a8

* endothel

Xantin- -
oxidaz I—»Oz I—»eNOS |— L-NAME

T T |

Ellopurinol Tiron NOI

simaizom

Dilatacio |

11.dbra. A magas zsirtartalmii diéta hatdsdra kialakulo endothel diszfunkcio feltételezett

mechanizmusa.
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4.2. A 2-es tipusu diabetes mellitus genetikai modellje

Metabolikus és szisztémas hemodinamikai paraméterek

Kisérleteink kovetkezd részében a kettes tipusi diabetes mellitus genetikai
allatmodelljében vizsgaltuk részleteiben a mikroerek vazomotor mitkodését. Tovabba arra is
kerestilk a valaszt, hogy a 2-DM ezen allatmodellen leirt elérehaladottabb formdjaban a
feltételezetten jelenlévd mikrovaszkuléris mitkddészavarral parhuzamosan milyen szisztémaés
hemodinamikai elvéltozasok jelentkeznek. Munkacsoportunk a kordbbiakban maér ismertette,
hogy 12 hetes életkorban a db/db egerek testtomege, szérum gliikkéz, és inzulinszintje

szignifikdnsan magasabb a kontrollokéndl. (3. tdbldzat) 13

Kontroll(n=18) | db/db(n=18)

Testtomeg (2) 31,840,7 | 49,2+1,19%

Vércukor (mmol/L) 5,8%0,6 22,9+1,3%

Szérum inzulin (pmol/L) 173138 2673+315*

3. tabldazat. DM hatdsa az egerek élettani paramétereire. A * a szignifikdns kiilonbséget jeloli

(p<0.05). '

Jelen kisérleteinkben elséként kimutattuk, hogy az éber dllapotban mért szisztolés és
artérids kozépnyomads értékek szignifikansan magasabbak voltak a a db/db egerekben a kontroll
allatokhoz viszonyitva. Az artérids kozépnyomas ért€kbol, valamint az echocardiografias
mérések sordn kapott perctérfogat adatokbdl szamitott periférids vaszkularis rezisztencia szintén

emelkedett volt a db/db egerekben. (4. tdblazat)
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Kontroll(n=15) | db/db (n=15)
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 134+4 14615*
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 816 8712
Artérias kozépnyomas (Hgmm) 98+5 1062*
Szivfrekvencia (iités/perc) 532+7 563%13
Perctérfogat (ml/perc) 6,61+0,4 5,1%1,1%*
Teljes periférias ellenallas (Hgmm-ml'l-perc‘l) 15+1 25+6%*

4. tabldzat. DM hatdsa az egerek hemodinamikai paramétereire. A * a szignifikdns kiilonbséget

jeloli (p<0.05).

A vazizom arteriolak vazomotor miikodésenek vizsgalata db/db egerekben

Kisérleteink sordn a prepardlast kovetd egy ords inkubdcids id0 alatt az izoldlt gracilis
artrerioldknak spontdn miogén tonusa fejlodott ki anélkiil, hogy barmilyen vazoaktiv anyagot
hasznéltunk volna. A db/db egerkbdl izolélt vdzizom arterioldk kalcium-mentes kdzegben
kialakult passziv ératméréje nem kiilonbozott a kontrollokhoz viszonyitva (kontroll: 129+4
pm, db/db: 128+3 um), azonban a kalciumot tartalmazé Krebs oldatban kialakulé aktiv
ératméro szignifikansan kisebbnek bizonyult (kontroll: 101+3 pum, db/db: 85£5 pm).

Az intralumindlis nyomds 20 Hgmm-rél 120 Hgmm-re torténd 1épcsdzetes emelése
hatdsdra kdlcium tartalmd kozegben az arterioldk egyre nagyobb mértékii konstrikcidjat
figyeltik meg, Osszhangban a kordbban leirt irodalmi megfigyelésekkel, miszerint az
artrerioldkra a nagyobb nyomadsértéken nagyobb spontdn miogén ténus jellemz6. A miogén
ténus vizsgalatakor azt taldltuk, hogy a db/db egerekbdl izoldlt gracilis arterioldkban minden

nyomadsértéken fokozottabb konstrikcié alakult ki, mint a kontroll egerekbdl izolalt erekben,
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azaz a db/db egerek vdzizom ereiben nagyobb miogén ténus volt jellemzd. Az egyes
nyomdasértékeknél kalcium mentes kdzegben mért passziv ératmérékben nem volt kiilonbség a
két csoport kozott. (12. dbra A panel) A normalizdlt arterioldris atméré az adott
nyomasértéken kalcium tartalmi Krebs oldatban meghatarozott aktiv és a kdlcium mentes
Krebs oldatban (Ca-) mért passziv atmérdé hanyadosaként szamithatd, a spontdn miogén ténus
mértékét jelzo paraméter. A db/db egerek izolélt vazizom arterioldiban a normalizalt ératmérd
minden egyes nyomdasértéknél kisebb volt, azaz a db/db gracilis arterioldk spontdn miogén

ténusa fokozott volt a kontrollhoz viszonyitva. (12. 4bra B panel)
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12.dbra. Kontroll (n=15) és DM (n=15) egerekbol izoldlt arterioldk érdtmérdi az
intralumindris nyomds fiiggvényében. (A panel) Kontroll (n=15) és DM (n=15) egerekbdl

izoldlt arterioldk normalizdlt dtmérdi az intralumindris nyomds fiiggvényében. (B panel)

Az endothel eltavolitdsa (endo-) egyik csoportban sem befolydsolta a nyomas-atméro

gorbéket, azt suggalva, hogy elsdsorban simaizom eredetii folyamatok jatszanak szerepet a

db/db egerek mikroereire jellemz06 fokozott miogén tonus kialakitasaban. (13. dbra)
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13.dbra. Kontroll (n=7) és DM (n=7) egerekbdl izoldlt arterioldk normalizdlt dtméroi az

intralumindris nyomds fiiggvényében endothelfosztdst kovetéen.

Irodalmi adatok alapjan feltételeztiik hogy a simaizom-fiiggé értonus novekedésének
hatterében az érfalban lokalisan megfigyelhetd fokozott konstriktor prosztaglandin termelddés
is allhat. Az egyik legismertebb konstriktor prosztaglandin a PGH,/TXA,, ami szamos

17 Kisérleteinkben

patoldgias allapotban hozzdjarul a mikroerek fokozott kontraktilitisdhoz.
azt talaltuk, hogy a PGH,/TXA, receptor gatldszere, SQ-29548 nem befolydsolta a kontroll
erek nyomds-indukélta érvdlaszait, azonban a db/db egerek izoldlt vizizom ereiben a

receptorblokkold jelenlétében az adott nyomdsértékeknél megfigyelt miogén ténus nagysiaga

szignifikdnsan csokkent. (14. dbra).
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14.dbra. Kontroll (n=15) (A panel) és DM (n=15)(B panel) egerekbdl izoldlt arterioldk

normalizdlt érdtmérdi a PGHy/TXA; receptor blokkolo jelenlétében és hidnydban.

A kovetkezdkben a konstriktor prosztaglandionok eredetének tisztizdsa végett a
prosztaglandin termelésben kulcsszerepet jitszd ciklooxigendz enzim két izoformdjanak, a
COX-1 és COX-2 enzimek szelektiv gatloszereinek jelenlétében vizsgaltuk a normalizalt
ératméroket. A COX-1 szelektiv gitloszere, az SC-560 sem a kontroll, sem a db/db egerekbdl
izolalt erekben nem befolydsolta a normalizalt ératmérdket, azaz a miogén ténus mértékét. A
COX-2 szelektiv gatloszere azonban a db/db gracilis arterioldkban szignifikdns mértékben
csokkentette a miogén ténust, mig a kontroll erek nyomdas-indukélta érvalaszaira nem volt

hatassal. (15. dbra)
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15.dbra. Kontroll (n=15) (A panel) és DM (n=15)(B panel) egerekbdl izoldlt arterioldk
normalizdlt érdtméroi szelektiv COX-1 inhibitor SC-560 kezelés, illetve szelektiv COX-2

inhibitor NS-398 kezelés elott és utdn.

A COX-2 funkciondlis jelenléte melett fokozott COX-2 fehérje experssziot sikeriilt
kimutatni a db/db egerek aortijdban Western immunoblot segitségével, mig a COX-1

expresszidja nem kiilonbozott szignifikdnsan a két csoportban. (16. dbra)
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16.dbra. COX-1 es COX-2 expersszio kontroll es db/db egerek aortdjaban ( n=>5-5).
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A kovetkezOkben arra kerestiink a vélaszt, hogy milyen stimulus(ok) éllhat(nak) a
fokozott COX-2 eredetli konstriktor prosztaglandin szintézis hatterében db/db egerekben.
Korabbi kisérletes megfigyelések alapjan feltételeztiik, hogy az érfali ROS hatéssal lehet az
erek prosztaglandin szintézisére. Kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a db/db egerek carotis
artéridiban a DCFH-nel detektalhat6 fluoreszcencia intenzitas fokozott volt, amely az érfalban
nagyobb menniységben jelen levé H,O,-ra utal. Ezen feltételezésiinket igazolta, hogy katalaz
kezelés hatasdra a db/db carotis erekben a fluoreszcencia intenzitds szignifikidns mértékben

csokkent, azonban a kontroll erekben szdmottevo mértékben nem valtozott. (17. dbra)
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17.dbra. Kontroll (n=4) és DM (n=4) egerekbdl izoldlt carotis artéridk

dichlorofluoreszceinnel jelolt fluoreszcens felvételei. Reprezentativ képek (A panel), illetve

osszegzett eredmények (B panel).

Kisérleteink kovetkezo részében azt vizsgaltuk, hogy milyen hatdsa lehet a db/db erekben

megfigyelt fokozottan jelenlevé H,O,-nak az erek prosztaglandinok altal kozvetitett
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vazomotor mitkddésére. Ezért az exogénen adott H>O, ndvekvd ddzisainak hatdsara kialakul6
ératmérd véltozasokat figyeltiik meg db/db és kontroll egerek izoldlt vdzizom arterioldin. A
H,0, a kontroll allatokbdl izolalt arterioldkban doézis-fiiggd vazodilaticidt okozott, azonban a
db/db egerek vazizom arterioldiban dézis-fiiggd vazokonstrikcié alakult ki. (18. dbra A panel)
Az endothel eltavolitdis nem befolydsolta egyik csoportban sem a H,O, novekvd dozisai

hatdsara kialakul6 érvalaszokat. (18.4bra B panel)
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18.dbra. Kontroll (n=5) és DM (n=5) egerekbdl izoldlt arterioldk H,O, novekvd dozisainak
( 107-10 mol/L) hatdsdra kialakuloé érvdlaszai endothelfosztds elott (A panel) és utdn (B
panel).

Tovabba azt is kimutattuk, hogy a PGH,/TXA, receptor giltdszere, az SQ-29548 nem
befolydsolta a kontroll erekben a H,O, hatdsara kialakulé vazodilaticié mértékét, azonban a
db/db egerek gracilis arterioldiban ezen receptorblokkol6 a vazokonstrikciét megsziintette, és
jelenlétében a H,O, hatdsara vazodilaticié alakult ki, ami azonban szignifikdnsan kisebb
mértékll volt, mint a kontroll erekben megfigyelt dilaticié mértéke. (19. dbra A panel) A
PGH,/TXA, receptor agonistija, az U-46619 mindkét csoportbdl izoldlt véazizom
arteriolakban hasonlé mértékii vazokonstrikcidt okozott, melyet receptor gatlészere mindkét

csoportban hasonld, szignifikans mértékben csokkentette. (19. dbra B panel)
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19.dbra. Kontroll (n=5) és DM (n=5) egerekbdl izoldlt arterioldk H,O, novekvd dozisainak
(107-10" mol/L) hatdsdra kialakulé érvdlaszai a PGH/TXA; receptor gdtloszere, az SQO-
29548 jelenlétében (A panel). Kontroll (n=7) és DM (n=7) egerekbdl izoldlt arterioldk U-
46619 névekvd dézisainak (10°-3x10™ mol/L) hatdsdra kialakulé érvdlaszai a PGH»/TXA;

receptor gdtloszere, az SQ-29548 jelenlétében (B panel).

A kovetkezd protokollokban arra kerestiink vélaszt, hogy az endogénen termelddd
H,0, szintjének normalizalasaval csokkenthet6-e a db/db erekben megfigyelt fokozott artérids
tonus. Azt talaltuk, hogy a kontroll egerekbdl izolalt arterioldkban az egyes nyomasértékeken
szdmitott normalizdlt ératmér6k 200 U/ml kataldzzal torténd inkubdcié hatdsdra nem
véltoztak, azonban a db/db egerekbdl izoldlt erekben kataldz jelenlétében a miogén ténus a

kontroll ertekekhez hasonl6 szintre csokkent. (20. dbra)
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20.dbra. Kontroll (n=7) és db/db (n=7) egerekbdl izoldlt arterioldk normalizdlt érdtmérdi 30

perces 200 U/ml-es kataldz kezelés eldtt és utdn.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy a 2-es tipusi diabetes mellitus ezen
elérehaladottabb fazisat modellez6 db/db egerekben az érfali simaizomsejtekben fokozodik a
H,0, termelése, amely nagyobb mennyiségben termelédé PGH,/TXA, révén a bazilis
miogén ténus fokozddasdhoz vezet. Feltételezziik, hogy az emlkedett érfali H,O, termelés
aktivdlja és/vagy upreguldlja a ciklooxigendz-2 izoenzimet a simaizomsejtekben. Igy
fokozdédik a vazkonstriktor hatdsi PGH,/TXA, termelddése, amely a TP receptorok

aktivécidjaval miogén ténus fokozddasat eredményezi vazizom arterioldkban. (21. dbra)
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2-es tipusu Diabetes Mellitus
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21.dbra. A konstriktor prosztaglandinok, igy a PGH,/TXA, termelésének fokozdddsdhoz

vezeto lehetséges mechanizmusok 2-es tipusii diabetes mellitusban.
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4.3. A levosimendan és az OR-1896 vazoaktiv hatdsai

Kisérletsorozataink utolsé részében potencidlisan vazoaktiv hatdsu és elsdsorban bizonyos
kdlium csatorna aktivacio dltal dilaticiét okozd szerek éEratmérére gyakorolt hatdsat
tanulmanyoztuk.

Az OR-1896 novekvd dézisai (10°-10° mol/L) hatdsdra vazodilaticié alakult ki a
vazizom arterioldkban, amely hasonlé mértéki volt a levosimendan novekvo dézisainak (10"9—

10° mol/L) hatdsara kialakulé vazodilatacioval (22. dbra)
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22.dbra. A levosimendan és az OR-1896 novekvo dozisainak hatdsdra kialakulo vazodilatdcio

izoldlt gracilis arterioldkon.

A tovabbi protokollokban az OR-1896 vazodilatator hatdsanak kialakuldsaban szerepet
jatsz6 K* csatorndkat vizsgaltuk. A nem-szelektiv K* csatorna blokkolé tetraetilammaonium
(TEA) jelenlétében az OR-1896 kivaltotta vazodilaticié szignifikans mértékben csokkent (23.

abra).
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23.dabra. OR-1896 novekvd dozisainak (I nM-1 uM) hatdsdra kialakulo vazodilatdcioja a

nem-szelektiv K+ csatorna blokkolo TEA jelenlétében ( n=6).

Az OR-1896 4ltal aktivalt K* csatorndk természetének tisztdzdsa végett a tovdbbi
protokollokban szelektiv K* csatorna gatlé szereket alkalmaztunk. Az ATP-fiiggé K*
csatornak funkciondlis jelenlétét a csatorna szelektiv nyitdja, a pinacidil névekvd doézisainak
hatdsdra kialakul6 vazodilaticié mérésével vizsgaltuk. A pinacidil do6zis-dependens
vazodilaticiét okozott, amit a csatorna szeletiv gatloszere, a glibenclamid novekvd
koncentraci6i gatoltak (24. dbra A panel). A kovetekezdkben 5x10® mol/L glienclamid
jelenlétében vizsgaltuk az OR-1896 hatdsdra kialakulé vazodilaticiét. Az izolalt gracilis
ereknél 5 pM glibenclamid jelenlétében az OR-1896-kivaltotta vazodilaticié szignifikdnsan

csokkent (24. abra B panel).
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24.dbra. A pinacidil nivekvé dozisainak (107-10° mol/L) hatdsdra kialakulé vazodilatdcio
glibenclamid inkubdcio (1 0% 5x10° 107 mol/L) elott és utdn gracilis ( n=6) ereken. (A panel)
A gracilis mikorerek OR-1896 novekvé dozisainak hatdsdra kialakulo szdzalékos

dtmérévdltozdsa glibenclamid (5x10° mol/L) jelenlétében és hidnydban. (B panel)

Végiil a nagy konduktanciiju Ca®*-aktivalt K* csatorna szelektiv gatloszere, az
iberiotoxin valamint a fesziiltségfiiggd K csatorna gatlé 4-aminopiridin jelenlétében is
megfigyeltiik az OR-1896 hatdsara kialakul6 ératmérd valtozdsokat. Azt taldltuk, hogy mig az
iberiotoxin (25. dbra A panel) nem volt hatdssal az OR-1896 kivéltotta vazodilaticidra, addig

a 4-aminopiridin szignikikdns csokkentette a dilatdcié mértékét (25. dbra B panel).
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25.dbra. Az OR-1896 novekvo koncentrdcioinak hatdsdra kialakulo érdtméro vdltozdsok az
IBTX (A panel), valamint 4-AP (B panel) jelenlétében és hidnydban vdzizom mikroerekben

(n=5-5).

Osszefoglal4sként elmondhatjuk, hogy a levosimendan metabolit, az OR-1896 részben
az ATP-figgd és részben a 4-AP szenzitiv kdalium csatorndk aktiviciéja révén a
levosimendanhoz hasonlé mértékli vazodilaticiét okoz izoldlt védzizom mikroereken.
Kisérleteink alapjan feltételezziik, hogy az OR-1896 jelentds mértékben hozzdjarul a

levosimendan terdpia sordn megfigyelt hosszitavi hemodinamikai hatdsok kialakuldsdhoz.
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5. MEGBESZELES

A 2-es tipusi diabetes mellitus (2-DM) megnovekedett kardiovaszkuldris
morbiditdssal és mortalitdssal jar6 k(’)ré.llapot,16 mely komoly népegészségiigyi problémat
jelent Magyarorszagon. 2-DM-ban a kis ereket érinté microangiopathia talajan kialakuld
nephropathia, neuropathia, retinopathia, cerebralis, kardidlis, €s als6 végtagi mikrokeringési
mortalitdsi rizikdjadhoz. Kordbbi vizsgdlatok szerint 2-DM-ban mar a nagyerek
atherosclerotikus elvdltozdsai és a mikroerek morfoldgiai eltérései eldtt a rezisztencia erek
endothel és simaizom 4ltal medidlt vazomotor miitkodése megvaltozik, melynek fontos
szerepet tulajdonitanak a megndvekedett kardiovaszkuléris riziko kialakitdsaban. "
Feltételezik, hogy 2-DM-ban a mikroerek vazomotor miikodésének zavara a lokdlis szoveti
vératdramldst szabdlyozd, adaptdcidés folyamatainak besziikiiléséhez vezet, valamint
hozzajarul a periférids érellendllds fokozdddsahoz és kovetkezményesen kialakul6
magasvérnyomds betegség kialakuldsdhoz. Az intenziv klinikai és kisérletes kutatdsok
ellenére a 2-DM-ban megfigyelhetdé mikroérrendszeri elvéltozasok pontos korélettani
mechanizmusai és a kialakuldsdban szerepet jatszo patoldgiai t€ényezok még ma sem teljesen
tisztazottak.

Tudoményos kutatdsaimban ezért célul tiiztem ki, hogy tanulmdnyozzam a 2-DM-ban
a rezisztencia erek vazomotor mitkddésében 1étrejovo elvéltozasokat. E cél érdekében a 2-DM
két eltéré médon indukdlt dllatkisérletes modelljében vizsgaltam az izolélt vdzizom arterioldk
endothel-fiiggd €és simaizom daltal kozvetitett vazomotor mikddésének eltéréseit. Tovabba
célul tiztem ki, hogy feltdrjam az egyes mikroerek vazomotor miikédészavardban szerepet
jatszé lehetséges mechanizmusokat, kiilonos tekintettel az oxidativ stressz és megvaltozott

prosztaglandin szintézis mikrovaszkuldris hatdsaira.
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2-es tipusu diabetes mellitus magas zsirtartalmii diétdval eloidézett dllatmodellje

Kisérleteinkben els6ként 10 hetes magas zsirtartalmi diétaval (HFD) idéztiink eld 2-
DM-t him Wistar patkdanyokban. Elfogadott, hogy ebben az dllatmodellben a human, nyugati
tipusu étrendhez tarsulé 2-DM-hoz hasonlé metabolikus elvaltozdsok alakulnak ki. Tovabba
feltételeztiik, hogy a magas zsirtartalmu diéta segitségével eldidézett 2-DM lehetoséget teremt
a betegség korai stddiuméban kialakul6 funkciondlis mikroérelvaltozasok tanulmanyozéasara
is. Ezen feltételezésiinket arra a megfigyelésiinkre alapoztuk, hogy patkdnyokban a magas
zsirtartalmu diéta hatdsira a jelentdsen emelkedett inzulin értékek mellett, a szérum vércukor
szint kisebb mértékii, de szignifikdns emelkedését mértiik (gliikéz, kontroll: ~ 6-7 mmol/L,
HFD: ~ 9-10 mmol/L). Spontin genetikai alapokon kialakulé 2-DM modellben (db/db
egerek) azonban a magas szérum inzulin értékekhez méar joval magasabb, kozel négyszeres
vércukorszint emelkedés tarsult (gliik6z, kontroll: ~ 6-7 mmol/L, db/db: ~ 20-25 mmol/L). A
2-DM betegség korai és elérehaladottabb allapotdnak ilyen médon torténd elvilasztisa
azonban limitdlhatja az eredményeinkbdl az érmikodés progresszidjara vonatkozd
kovetkeztetéseinket. A taplalék mindségének (HFD) vagy mennyiségének (db/db egér)
eltérései, valamint a kisérletekben haszndlt kiilonboz6 dallatfajokbdl (patkdny vagy egér)
fakado eltérések, és az egyéb dltalunk nem vizsgalt paraméterek kiilonbdzdsége mind limitalo
tényez0 lehet. Mindazondltal a két diabetes modellben megfigyelt eltérd metabolikus
paraméterek hozzdjarulhatnak az aldbbiakban részleteiben targyalt, az adott modellben
megfigyelt mikrovaszkuléris elvdltozdsok kialakitdsdban.

Kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a magas zsirtartalmi étrend kovetkeztében 10 hét
elteltével allatok testtomege magasabb volt a kontroll, normdl diétat fogyaszté patkanyokhoz
viszonyitva. A hiperinzulinémia és enyhe mértékii hiperglikémia mellett a HFD dllatok
szérum Osszkoleszterin  szintje, valamint a viscerdlis elhizds mértékét jellemzo

retroperitonedlis  zsirtomege szignifikdnsan emelkedett volt. Az altatott &llatokban
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meghatdrozott artérids kozépnyomds értékek szintén magasabbnak bizonyultak, az
ugyanolyan koriilmények kozott altatott kontroll patkdnyokhoz viszonyitva. Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a magas zsirtartalmu diéta hatdsdra a patkdnyokban olyan metabolikus és
szisztémdas hemodinamikai elvaltozasok alakulnak ki, melyek nagymértékben hasonlitanak a
humin elhizdshoz tarsult, annak kovetkeztében kifejléds 2-DM betegséghez.''®

A magas zsirtartalmu diéta kovetkeztében 1étrejovo mikroér vazomotor mitkodésének
elvaltozasat HFD dllatok m.gracilis izmabdl izolalt arterioldkon végeztiik (belsd ératmérd ~
160 um). Els6éként a HFD dllatokbdl izoldlt gracilis arterioldk spontdn kifejlodd, dn. bazalis
ténusdnak mértékét vizsgaltuk. Kordbbi kutatdsok igazoltdk, hogy in vivo kdrulmények kozott
a gracilis arterioldban az intralumindlis nyomds kozel 80 Hgmm.3 ¥ Azt talaltuk, hogy a 80
Hgmm-en meghatirozott spontdn kifejlodd aktiv ératmérd és basdlis érténus nagysdga nem
kiilonbozott a HFD €s kontroll dllatok izoldlt mikroereiben. Tovabba nem volt kiilonbség az
izolalt erek kalcium-mentes kozegben mért passziv atmérdjében sem. Ebbol arra
kovetkeztettiink, hogy a HFD dllatok izoldlt véazizom mikroereinek elsdsorban a
simaizomsejtek altal kialakitott alaptonusa megtartott. Azonban amikor az izolalt erek
endothel funkcidjat vizsgaltuk ismert vazoaktiv anyagok alkalmazasaval, 1ényeges kiilonbség
mutatkozott a két dllatcsoport kozott. A HFD éllatokbdl izolalt gracilis arterioldkban az
endothel-fiiggd vazodilatatorok, az acetilkolin és hisztamin hatdsara kialakulé vazodilaticié
szignifikdnsan kisebb volt a kontrollokéhoz viszonyitva. Az endothel fliggetlen, simaizom
sejtekre kozvetlen hat6 vazodilatdtor, a NO donor nitroprusszid-natrium hatdsdra kialakulé
vazodilatécié mértéke nem kiilonbozott a két csoportban. Ugy tiinik tehat, hogy a HFD dllatok
arterioldiban szelektiven karosodik az endothel-fiiggd vazodilaticié, azaz endothel
diszfunkcié alakul ki. Ezen megfigyeléseink egybehangzanak mas nagy ereken végzett
kordbbi vizsgalatok eredményeivel, melyekben a magas zsirtartalmd diétan tartott sertések

a.brachialis és coronaria ereiben,'” valamint patkdnyok aortijan'*® figyeltek meg csokkent
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mértékli ACh és bradikinin hatdsdra kialakulé endothel-fiiggd vazodilaticiét. A nagy
konduktancia ereken végzett vizsgalatok eredményeibdl csak korlatozott mértékben vonhatdk
le kovetkeztetések a rezisztencia erek miikodésére vonatkozdan. Ezért tigy gondoljuk, hogy az
altalunk kapott eredmények kozvetlen bizonyitékkal szolgdlhatnak a 2-DM-ban kialakul6
mikorvaszkuldris endothel funkciondlis kdrosoddsdra ezen kisérleti modellben.

Tovabb kisérleti protokollokban arra kerestiink valaszt, hogy mi 4llhat a HFD hatdsara
kialakuké karosodott endothel mitkodés hatterében. Kordabban szdmos betegségben, tobbek
kozott a diabetes mellitus mds allatmodelljeiben arrdl szdmoltak be, hogy az endothel-fiiggd
vazodilaticié karosoddsanak hatterében a NO csokkent szintézise, vagy bioldgiai
hozzaférhetésége 4l1l.% 8 113 17 Ezgrt kovetkezékben az agonista-kivaltotta érvalaszokat
megvizsgaltuk a NO-szintdz gatlészere jelenlétében is. Azt taldltuk, hogy a NO-szintiz
gatlasa szignifikins mértékben csokkentette mind az ACh, mind a hisztamin hatdsira
kialakulé vazodilatiacié mértékét kontroll allatokbdl izoldlt erekben, mig az a HFD allatokbol
izolalt mikroerek érvdlaszait nem befolydsolta. EbbOl arra kovetkeztettiink, hogy a HFD
allatok mikroereiben csokken az agonista szerek NO 4ltal kozvetitett dilaticidja. A csokkent
NO Aéltal kozvetitett érvédlaszok hatterében a NO csokkent mértékli szintézise vagy annak
csokkent bioldgiai hozzaférhetdsége dllhat. Eredményeink az utébbi hipotézist tdmogatjak,
mivel az antioxiddns Tiron alkalmazdsdval a HFD dllatokbdl izoldlt erekben novekedett a
hisztamin hatdsara kialakulé vazodilaticidé mértéke. Meg kell jegyezni, hogy az ACh
esetében, ahol a vélaszok kialakitdsdaban csak kis mértékben jatszik szerepet a NO, a Tiron
jelenlétében mért dilaticios valaszkészség fokozddds nem volt szignifikdns. Mindazondltal
elmondhatjuk, hogy kisérleti eredményeink alapjdn feltehetéleg a HFD dllatok izolalt
mikroereiben az oxidativ stressz kovetkeztében karosodik az agonista szerek altal indukalt,
NO kozvetitette dilatacio. A HFD allatok ereiben kialakul6 oxidativ stressz szerepét tovabb

vizsgélva carotis erekben mértiik lucigenin chemilumineszscencia segitségével a szuperoxid
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anion mennyiségét. A HFD patkédnyok carotis ereiben a szuperoxid termelés fokozddott, amit
a szabadgyokfog6 Tiron a kontroll erekben mérhetd szintre csokkentett.

Korabbi vizsgalatok a vaszkularis szabadgyok termelésben elsdsorban a xantin-oxidaz
és a NAD(P)H-oxiddz szerepét hangsilyoztdk hyperhomociszteinémidban '/,
atherosclerosisban ’° és hypertonidban.'*! Jelen kisérleteinkben azt talaltuk, hogy HFD
allatokbdl izolalt arterioldkban az endothel-fiiggd vazodilaticié fokozodott a xantin-oxidaz
inhibitor allopurinol jelenlétében, mig a NAD(P)H-oxiddz inhibitor apocynin nem
befolydsolta a vazodilaticié6 mértékét. Ezzel parhuzamosan a HFD dllatok carotis ereiben a
lucigenin chemilumineszcencidval detektdlhatd szuperoxid termelés a xantin-oxiddz enzim
szubsztritja, a xantin jelenlétében szignifikdnsan nagyobb mértékii volt, mint a kontroll
erekben, mig NADH jelenlétében nem volt mérhetd kiilonbség a termelddott szuperoxid
mennyiségében a kontroll és HFD carotis erekben. Tovdbbd fokozott xantin-oxiddz
immunfestddés tapasztaltunk a HFD éllatok garcilis arterioldiban.

Osszefoglalva elmondhatjuk tehat, hogy a 2-DM magas zsirtartalmu diétaval indukalt
allatmodelljében a xantin-oxiddz eredetii szuperoxid termelés fokozddik, ami csokkenti a NO
altal kozvetitett endothel-fiiggé vazodilaticiét vazizom mikroerekben. Ugy gondoljuk, hogy
az altalunk leirt mikrovaszkularis endothel diszfunkcié szerepet jatszhat a 2-DM korai,
elsésorban inzulin rezisztencidval jellemzett szakaszdban jelentkezd szdveti perfuzidzavar és
kovetkezményes komplikdcidk, mint példdul az 4ltalunk is megfigyelt szisztémds vérnyomads

emelkedés kialakulasaban.

A 2-es tipust diabetes mellitus genetikai modellje
Az un. db/db egerekben hidnyzik a funkciondlis leptin receptor, ezért az allatok nem
éreznek jollakottsagot, és a kronikus tultaplaltsag kovetkeztében viszonylag kordn - 12 hetes

életkorra - kialakul a jelentOs testsulygyarapodassal, hiperinzulinémidval és hiperglikémidval
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jelentkezé 2-DM. Munkahipotézisiink szerint ezen édllatmodell lehetdvé teszi tehdt a 2-es
tipusi diabetes mellitus egy elérehaladottabb formdjanak tanulmanyozdsit, melyben
markdnsabban és  feltételezéseink szerint stlyosabb  érintettséggel jelentkeznek
mikrovaszkuldris és egyéb szisztémds elvaltozdsok. Kisérleteink sordn els6ként db/db és
kontroll egerek szisztémds hemodinamkai paramétereiben jelentkezd elvéltozasokat
vizsgaltuk. 12 hetes életkorban az éber allatokban mért szisztolés vérnyomads és artérids
kozépnyomdas magasabb volt a db/db dllatokban a kontrollhoz viszonyitva. Emellett azt
taldltuk, hogy az echocardiogrifidval mért perctérfogat csokkent, mig a szdmitott periféris
ellendllds magasabb volt a db/db egerekben.

Hasonléan a fentiekben mar targyalt kisérletes elrendezéshez a 2-DM kovetkeztében
1étrejovdé mikroér vazomotor miikodésének elvaltozdsat db/db egerek m.gracilis izmdbodl
izolalt arterioldkon végeztiik (belsd ératmérd ~ 90 um). Kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a
db/db egerekbdl izolalt vazizom arteriolak 80 Hgmm-en mért atmérdje szignifikansan kisebb
volt, mint a kontroll dllatok izolalt ereiben mérhetd atmérd. Mivel a kdlcium-mentes kézegben
kialakult passziv ératmér6é nem kiillonbozott a két csoportban, arra kovetkeztettiink, hogy a
spontan kifejlodd bazalis tonus fokozddasaért valamilyen aktiv konstrikcids folyamat, és nem
az erek mdr in vivo koriilmények kozott kialakult kisebb ératmérdje felelds. A kovetkezd
kisérleti protokollokban a db/db egerek mikroereinek 20 és 120 Hgmm intralumindlis nyomaés
kozott kialakulé bazdlis ténusdnak elvaltozdsait vizsgdltuk. Azt taldltuk, hogy az
intralumindlis nyomds 20 Hgmm-rél 120 Hgmm-re t6rténd 20 Hgmm-enkénti 1épcsdzetes
emelése hatdsdra a db/db egerekbdl izoladlt mikroerekben minden egyes nyomdasértéknél
szignifikdnsan kisebb aktiv ératmérd alakult ki, mig az adott nyomadsértékeken kalcium-
mentes kozegben kialakul6 passziv ératméré nem kiilonbozott a két csoportban. Tehat dgy
tiinik, hogy a db/db egerek izolalt vazizom ereiben szignifikdnsan nagyobb intralumindlis

nyomads-kivéltotta spontdn miogén ténus alakul ki. Az endothel eltavolitdsa egyik csoportban
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sem befolydsolta a nyomds-ératmérd gorbéket azt sugallva, hogy ezen kisérletes
elrendezésben az izolalt erek miogén ténusdnak kialakitdsdban elsésorban simizom eredetl
folyamatok jatszanak szerepet, amely mechanizmusok azonban fokozott érkonstrikciot
eredményeznek a db/db egerek mikroereiben.

Jol ismert, hogy a rezisztencia erekben az intralumindlis nyomds novekedésére, annak
fiiggvényében fokozott mértékli vazokonstrikcié alakul ki. A jelenséget miogén ténusnak
nevezziik, mely mint fontos szabalyozé mechanizmus lehetové teszi a szoveti perfizid
aktudlis igényeknek megfeleld, a szisztémds nyomdsvaltozasoktol fiiggetlen kialakitasat. Jelen
kisérletes megfigyeléseinkhez hasonléan kordbban 2-DM betegek bdérének mikrokeringését
vizsgalva leirtdk, hogy a boér mikroerekben is fokozddik a vaszkuléris rezisztencia.'*> 2-DM
allatmodelljeiben tobb érteriileten, igy vazizom'”, valamint mesenteridlis erekben™ is lefrtak
hasonl6 jelenséget. Jelen és az emlitett kisérletes megfigyelések alapjan feltételezhetd, hogy a
2-DM-ban a rezisztencia erek fokozott miogén ténusa alakul ki, ami kdzvetlen hozzajarul a
periférids rezisztenica fokozddashoz és kovetkezményes szisztémas vérnyomds emelkedés
kialakitdsahoz. Ugyanakkor mds elképzelések szerint'** a mikroerek szintjén jelentkezé
fokozott ténus csupan masodlagos, adaptiv folyamat és fontos szerepe van abban, hogy
megakaddlyozza a magasabb szisztémds vérnyomads attevodését a kapillaris keringésre. Jelen
eredményeink alapjdn egyik elképzelés sem zarhato ki. A szisztémds vérnyomds szabdlyozasa
rendkiviil Osszetett és szdmos kozponti idegrendszeri, hormonalis, humorélis €és egyéb lokalis
faktorok altal medidlt. Tovéabbi vizsgalatoknak kell tisztdzni azt, hogy a vdzizom rezisztencia
ereinek fokozott miogén ténusa milyen mértékben jarul hozzd, hozzijarul-e egyéltaldn a
magasvérnyomds kialakuldsdhoz 2-DM-ban.

A db/db egerekben megfigyelt fokozott miogén valasz akar elsddlegesen jelentkezd
elvéltozas, akar azért alakul ki, hogy megakadalyozza az emelkedett szisztémdas vérnyomas

disztalis érteriiletekre torténd attevodését, végso soron a teljes periférids ellendllds fokozasat
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eredményezheti. A db/db mikroerekre jellemzd fokozott ténus hatterében 4ll6
mechanizmusok nem ismertek, azok tisztizdsa segithet a 2-DM-os egerekben megfigyelt
fokozott vaszkularis rezisztencia és emelkedett szisztémds vérnyomds kialakuldsanak
megértésében. Az arterioldk bazdlis ténusdnak szabdlyozdsdban szamos dilatitor és
konstriktor faktor jatszik szerepet. Korabbi vizsgilatokban felvetették, hogy diabetesben a
konstriktor prosztaglandinok érfali termelése fokozédik."** Az egyik legismertebb konstriktor
prosztaglandin a PGHy/TXA,, amely szdmos patholégids koéradllapotban hozzdjarul a
mikroerek fokozott kontraktilitdsihoz.®" '

Jelen kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a PGH,/TXA, receptor blokkolé szignifikans
mértékben csokkentette a db/db egerek izolalt mikroereinek miogén ténusat, mig a kontroll
erekben nem vdltoztatta meg a miogén toénus mértékét. Ezen eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a db/db egerek izolalt arterioldiban fokozddik az endogén konstriktor
prosztaglandin, a PGH,/TXA, szintézise. Ismert, hogy a prosztaglandinok arachidonsavbodl
képzddnek, termelésiikért a ciklooxigendz enzim felelds. Az enzimnek két izoformdja ismert
az emlds sejtekben. A COX-1 izoenzim konstitutivan expresszalddik szamos sejtben, igy az
érfali endothelsejtekben is, és a celluldris homeosztazis fenntartdsdban jatszik fontos szerepet.
% A COX-2 izoenzim fiziolégids koriilmények kozott csak alacsony szinten expresszalodik,
azonban gyulladasos, mitogén és kiilonbozo fizikai stimulusok hatdsdra expresszidja gyorsan
fokozodik.”! Az alacsony szintii lokdlis érfali gyulladds szerepét az utébbi idében szdmos
betegség, igy az atherosclerosis, valamint a diabeteses érszovédmények kialakuldsaban is
felvetették.* Mesangialis sejttenyészetben leirtdk, hogy magas gliik6zt tartalmazé tapoldatban
a sejtekben fokozdodik a COX-2 expresszi(’)ja,125 valamint human endothelidlis sejtekben is,
ahol a konstriktor prosztaglandin, a PGH,/TXA, szintézise is fokozodik.'?® Ezért kovetkezd
1épésként megvizsgaltuk, hogy az COX izoenzimek specifikus farmakoldgiai gatlészerei

jelenlétében hogyan valtozik az izoldlt vazizom mikroerek bazalis ténusa. A COX-1 szelekitv

67



gitldsa sem a kontroll, sem a db/db erekben nem befolydsolta a miogén toénus mértékét.
Azonban a COX-2 szelektiv gitldsa a db/db erekben szignifikdns mértékben csokkentette az
arteriolds tonust, mig a kontroll erek nyomads-indukalta érvilaszait nem befolyésolta.
Funkciondlis kisérleteinkkel parhuzamosan a db/db egerek aortdjdban Western blot
segitségével fokozott mértékii COX-2 expressziot sikeriilt kimutatni, mig az erek COX-1
expresszidja nem kiilonbozott a 2 csoportban. Tehat kisérleti eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a simaizomsejtekben fokozédik a COX-2-eredetli konstriktor
prosztaglandin, a PGH,/TXA, szintézise, amely fokozott arteriolds ténus kialakuldsdhoz
vezethet a db/db egerek vadzizom arterioldiban.

KovetkezOkben arra kerestiink vélaszt, hogy mi vezethet el az érfalban fokozottan
termelédé COX-2-eredetii konstiriktor prosztaglandin, a PGH,/TXA, termelddéshez. Ahogy
azt az el6bbiekben targyaltuk, a 2-DM magas zsirtartalmd diétdval indukdlt modelljében
fokozodik az érfali szuperoxid anion produkcid, aminek fontos szerepet tulajdonitunk a 2-
DM-os allatokban megfigyelt endothel diszfunkcié kialakuldsdban.  Kordbban
munkacsoportunk azt taldlta, hogy db/db egerekben fokozddik az érfali szuperoxid termelés,
ami szintén szerepet jatszik a mikroerek kdrosodott endothel miikédésének kialakitdsaban.'?’
Erdekes megfigyelés hogy tenyésztett human endothel sejtekben a magas gliikéz koncentréci6
jelenlétében fokozddik az oxigén szabadgyok termelés, aminek kovetkeztében COX-2 enzim
up-reguldcidja és fokozott TXA, szintézis alakul i.'% J6l ismert, hogy kardiovaszkularis
megbetegedésben az érfali oxidativ stressz hatdssal lehet szdmos celluldris szabdlyozé
mechanizmusra, melyeknek szerepe van a makro- és mikrovaszkuldris szovOdmények
kialakitdsaban.*® °* Az is ismert, hogy szuperoxid anion ugyan nagyon reaktiv molekula, de
rendkivill instabil. A szuperoxid-diszmutdz enzim igen gyorsan (~10? masodperc alatt) a
szintén szabadgyok tulajdonsdggal biré, de jéval stabilabb H,0,-d4 alakitja at.'*® Bar a H,0,

kevésbé er6s oxidalo tulajdonsigu, konnyen képes atdiffunddlni a plazmamembranokon,’ és
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Ujabban szdmos kdrallapotban felmeriilt vazomotor diszfunkciéban betoltétt kéroki szerepe.
Normal koriilmények kozott a HyO, vazodilatator hatdssal bir human pitvariS7, és sertés pidlis
ereken,'” mig bizonyos érteriileteken, mint példaul patkdny mesenteridlis » g vdzizom
ereken vazokonstrikciét okoz.™

Kordbbi sajit kisérletes eredményeink és irodalmi adatok alapjan alapjan’’
feltételeztiik, hogy a 2-DM dllatmodelljében fokozddik az érfali H,O, mennyisége, aminek
szerepe lehet az dltalunk megfigyelt megvaltozott vazomotor miikodés kialakitasaban.
Elsdként a db/db egerek carotis ereiben fluoreszcens mddszerrel (DCHF fluoreszcencia)
mértilk az érfali H,O, szintjét. Azt taldltuk, hogy a detektdlhaté kataldz-szenzitiv H,O,
mennyisége szignifikdnsan magasabb volt a db/db egerek izoldlt ereiben a kontroll erekhez
viszonyitva. KdvetkezOkben arra kerestiink vélaszt, hogy milyen kézvetlen vazoaktiv hatdssal
rendelkezik a H>O,. A kontroll dllatokbdl izolalt vazizom arterioldkban a H,O, dézis-fiiggéen
vazodilataciét okozott, azonban a db/db dallatokbdl izolalt erekben meglepd moddon
vazokonstrikciot figyeltink meg. A H,O, hatdsara kialakulé kontroll és db/db erekben
megfigyelt érvalaszok nem valtoztak az endothel eltavolitisa utin jelezve, hogy a H,0,
kozvetleniil a simaizom sejtekre hatva fejti ki vazoaktiv hatdsat. Irodalmi adatok alapjan a
kontroll ereken megfigyelt vazodilatitor hatds hatterében dilatator prosztaglandinok

130 vagy a K" csatorndk direkt aktivacidja allhat.>* °” Korabbi megfigyelések szerint

szintézise,
a magasvérnyomas dallatkisérletes modelljében, a spontdn hiperténids pakanyok aortdjdban
Gao és mtsai azt taldltdk, hogy a H,O, TP receptor medialt vazokonstrikcidt okozott.” Jelen
kisérletiinkben azt taldltuk, hogy a TP receptor gitldsa utdn a db/db erekben a H,O, ndvekvd
ddézisai hatdsara vazokonstrikcid helyett vazodilaticié alakult ki, mig a kontroll érvalaszokat a
TP receptor gatlasa nem befolydsolta. Ugyanakkor a TP receptor agonista U-46619 mind a

kontroll, mind a db/db egerekbdl izoldlt véazizom mikroerekben hasonlé mértéki

vazokonstrikciot okozott, melyet a TP receptor gitlas teljesen megsziintetett. Ebb6l arra
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kovetkeztettiink, hogy a TP receptor érzékenység nem kiilonbozik a két csoportban, viszont a
db/db erekben a fokozottan jelenlévd H,O, el6segiti a konstriktor prosztaglandin, a
PGH,/TXA, szintézisét, amely a kontroll erekben megfigyelt vazodilatacids
mechanizmusokon feliillkerekedve vazokonstrikcibhoz vezet. Az endogénen termel6édé H,O,
szint hozzajarulasat a db/db éllatokbdl izolalt erek fokozott tonusdnak kialakitdsdhoz végiil
azon kisérleteink igazoltdk, melyekben azt talaltuk, hogy H,O, szintet csokkentd kataldz
jelenlétében a miogén ténus a kontroll értékekhez hasonld szintre csokkent.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy a db/db egerek vdzizom arterioldiban
fokozdédik H,O, érfali szintje, amely elOsegiti simaizomsejtekben a feltehetdleg COX-2-
eredetli konstriktor prosztaglandin, a PGH,/TXA, szintézisét, ezdltal fokozva a mikroerek
nyugalmi ténusat.

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az érfali oxidativ stressz kulcsszerepet
jatszik a 2-DM betegség korai és eldrehaladottabb stidiumaban kialakulé vazomotor
diszfunkcio kialakitasaban. Azt gondoljuk, hogy az érfali oxidativ stressz mar a 2-DM korai
szakaszaban kdrositja az endothel dilatitor miikodését, mig a simaizom 4ltal az érténus
szabdlyozasaban szerepet jatsz6 mechanizmusok megtartottak maradhatnak. A 2-DM
elérehaladottabb stadiumdban az érfali oxidativ stressz egyarant karositja az endothel normal
dilatator miikodését és parhuzamosan bizonyos, a simaizomsejtek éltal kdzvetitett, a nyugalmi
érténus kialakitdsdban szerepet jitszé dtmérd-szabdlyozé mechanizmusokat, melyek végso
soron a rezisztencia erek dilatitor kapacitdsdnak besziikiiléséhez és az arteriolds tonus
fokozéddsdhoz vezet. A rezisztencia erek szintjén a db/db egerekben megfigyelt
elviltozdsoknak szerepe lehet a periférids rezisztencia fokozddds és kovetkezményes
szisztémds vérnyomdsemelkedés kialakuldsdban, mely mechanizmus fontossidgat tovabbi in

vivo vizsgalatoknak kell tisztazni.
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A levosimendan és az OR-1896 vazoaktiv hatdsai

A mikrocikuldcié és a kovetkezményesen létrejove szisztémds hemodinamikai és
keringésélettani paraméterek 2-DM-ban megvaltoznak, melyek jelentdsen hozzdjarulnak a
szivérrendszeri morbiditas és mortalitdas fokozddasahoz. Ezért kiemelkedden fontos az olyan
terdpids megoldasok kifejlesztése, amelyek a diabeses mellitusban kialakul6, a mikroereket
érintd vazomotor mitkodészavar helyredllitasat tiizik ki célul. A fentiekben részleteiben
bemutattuk hogy a 2-DM adllatkisérletes modelljeiben az erek dilatacidés készségének
beszlkiilésével, valamint fokozott arteriolds ténus kialakuldsdval jellemzett vazomotor
mukddészavar alakul ki. Tudomdnyos kisérleteim utolsé részében ezért célul tiiztem ki, hogy
vizsgéljam olyan potencidlisan vazoaktiv hatdsi vegyiiletek, mint példdul a levosimendan és
metabolitja, az OR-1896 vizizom mikroér vazomotor miikodésre gyakorolt hatdsat, és annak
pontos mechanizmusat. Ezen vegyiileteknek szerepe lehet esetlegesen a jovében a 2-DM-ban
megfigyelt karosodott mikroérmiikodés helyredllitasat célzo terapidjaban.

Irodalmi megfigyelések és sajat kisérletes eredményeink is tdmogatjdk azt az
elképzelést, miszerint szamos korallapotban a mikroerek simaizom  sejtjeinek
hiperpolarizicidjaban és kovetkezményes vazodilaticié kialakitasdban szerepet jatszo,
bizonyos kélium csatorndk altal kozvetitett folyamatok sokdig fenntartottak maradhatnak
tobbek kozott azért, mert a kalium csatorndk milkdodése kevésbé érzékeny az oxidativ
stresszre. ' 1%

Jelenleg egy a szivelégtelenség kezelésében haszndlatos szer, a levosimendan és annak
hosszu élettartami metabolitja, az OR-1896 vazodilatitor hatdssal bir. Kordbban igazolték,
hogy nagy konduktancia ereken a levosimendan bizonyos K' csatorndk aktivaciéjdval
membran hiperpolarizaciot valt ki és kovetkezményes vazodilataciot okoz.'0*1%8

A fentebb emlitett kisérletekben a levosimendan vazoaktiv hatasat csak farmakonokkal

un. prekontrahdlt, eldfeszitett izoldlt érgylrikon vizsgéltdk, és hosszu féléletidejii
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metabolitjdnak, az OR-1896-nak, amely valdszinlileg levosimendan hosszd tavi kedvezd
hemodinamikai hatdsaiért felel6ssé tehetd, egyéltalin nem voltak ismertek vazoaktiv
tulajdonsdgai. Jelen kisérletsorozatban spontdn miogén ténussal rendelkezé mikroereken
tanulmanyoztuk az anyavegyiilet, a levosimendan, valamint az OR-1896 mikroérmiikbdésre
gyakorolt hatdsit.

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a patkdny izoldlt gracilis arterioldkban mind a
levosimendan, mind az OR-1896 do6zis-fiiggden és hasonlé mértékben vazodilataciét okozott.
Pataricza és mtsai azt taldltdk, hogy sertés coronaria erekben a levosimendan vazodilatitor

hatdsaért az ATP-fiigg$ K* csatornak aktivéciGja tehetd feleléssé.'

* A levosimendan patkdny
izolalt simaizomsejteken, valamint izolalt kamrai cardiomiocitdkon is az ATP-fiiggd kalium
csatorndk aktivaciojat eredményezi.103 Kés6bb mas kélium csatorndk szerepe is felvetddott a
levosimendan vazodilatitor hatdsdnak kialakitdsdban. Hohn és mtsai azt taléltdk, hogy az
ATP-fiiggd kalium csatorndk aktivicidja mellett a nagy konduktanciaji Ca®* -aktivalt kdlium
csatorndk is részt vesznek a levosimendan vazodilatitor hatdsénak kialakitasdban.'® Ezért
kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy mely kédlium csatorndk aktivacidja tehetd feleldssé
a hosszu féléletidejii metabolit, az OR-1896 vazodilatitor hatdsanak kialakitdsdban az dltalunk
vizsgalt patkdny gracilis mikroerekben. A nem szelektiv kdlium csatorna inhibitor, a TEA
kozel 50%-kal csokkentette az OR-1896 kivdltotta vazodilaticié mértékét jelezve, hogy az
OR-1896 4ltal kivdltott dilatdcidé részben kalium csatorndk 4ltal mediélt. Tovdbba azt is
megfigyeltiik, hogy az ATP-fiiggd kédlium csatorndk szelektiv nyitdszere, a pinacidil ndvekvd
koncentraciéi hatdsdra vazodilatici6 alakult ki a gracilis erekben, melyet a csatorna szelektiv
gétlészere, a glibenclamid szignifikdns mértékben gatolt. Azaz az altalunk vizsgalt érteriileten
az ATP-fiigg6 kalium csatorna funkciondlisan expresszalddik, €s a csatorna mitkodése 5x10°

mol/L glibenclamiddal effektiven gitolhaté. Ezen glibencalmid koncentracié jelenlétében az

OR-1896 kivaltotta vazodilatacié szignifikdns mértékben csokkent, igazolva az ATP-fiiggd
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kdlium csatorna OR-1896 dltali aktivicidjanak szerepét. Ezutdn a nagy konduktancidji
kalcium-aktivalt kalium csatorndk, és a fesziiltségfiiggd kélium csatorndk szerepét
tanulmanyoztuk a csatorndk szelektiv inhibitorainak segitségével. Ezen kisérletsorozatban
fény deriilt arra, hogy a nagy konduktancidjui kalcium-aktivalt kdlium csatorndk nem, mig a 4-
aminopiridin szenzitiv kdlium csatorndk aktivicidja ugyan kis, de szignifikins mértékben
hozzajarul az OR-1896 vazizom arterioldkon megfigyelt vazodilatitor hatdsdnak
kialakitasahoz.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy patkdny vézizom erekben mind a
levosimendan, mind metabolitja, az OR-1896 vazodilatator hatdssal rendelkezik. Az OR-1896
vazodilatator hatdsaért elsOsorban az ATP-fiiggd kdlium csatorndk, és kisebb mértékben a
fesziiltség-fliggd kalium csatorndk aktiviacidja tehetd felel@ssé. Kisérleteink alapjan
feltétezziik, hogy a levosimendan hosszd tdvi kedvezd hemodinamikai hatdsdnak
kialakitdsahoz a szervezetben keletkezo hosszu féléletidejii metabolitjanak, az OR-1896-nak a
vazodilatator hatésa is jelentds mértékben hozzajarul. Tovabba tgy gondoljuk, hogy bizonyos
a kélium csatorndk aktivalasan keresztiil hat6 vegyiileteknek, mint példaul a levosimendannak
€s OR-1896-nak jotékony hatdsa lehet egyes vazomotor mitkodészavarral jaré kérallapotok

kezelésében.
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6. OSSZEFOGLALAS

A 2-tipusd diabetes mellitusban (2-DM) a rezisztencia erek vazomotor miikddése
megvaltozik, aminek természete és a hitterében allé pontos kérélettani mechanizmusok nem
kelléen ismertek. Kutatdsainkban ezért célul thztikk ki, hogy a 2-DM dllatkisérletes
modelljeiben vizsgaljuk a rezisztencia erek endothel- és simaizom-fiiggé vazomotor
mukodésének elvaltozasait. Tovabba vizsgaltuk az OR-1896 mikroér vazomotor mikodésre
gyakorolt hatdsat, mely vegyiiletnek szerepe lehet 2-DM-ban megfigyelt karosodott
mikroérmtikodés helyredllitdsat célzo terdpidban. A kutatdsaink sordn az aldbbi
megéllapitdsokat tettiikk. 1) A 2-DM magas zsirtartalmi diétdval indukdlt dllatmodelljében a
xantin-oxiddz eredetli érfali szuperoxid termelés fokozddik, ami csokkenti a nitrogén-
monoxid altal kozvetitett endothel-fliggd vazodilataciot izolalt vdzizom arterioldkban. 2) A 2-
DM genetikai modelljében (leptin gén receptor hidnyos, un. db/db egér) a vdzizom
arterioldkban fokozédik a hidrogén-peroxid érfali szintje, ami eldsegiti a ciklooxigendz-2-
eredetli konstriktor prosztaglandinok termelését, ezaltal fokozza az arterioldk nyugalmi
téonusat. 3) Tovabba patkdny vazizom mikroerekben az OR-1896 vazodilatiator hatadssal
rendelkezik, amiért elsésorban az ATP-fiiggo, és kisebb mértékben a fesziiltség-tiiggd kalium
csatornak aktivacidja teheto felelGssé.

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az érfali oxidativ stressz kulcsszerepet
jatszik a 2-DM betegség korai és eldrehaladottabb stidiumdban kialakulé vazomotor
diszfunkcié és kovetkezményes vaszkularis ellendllds fokozddds kialakitdsaban. Ugy
gondoljuk, hogy az oxidativ stressz-rezisztens mechanizmusokon keresztiil haté értagitd
szereknek, mint példaul a kélium csatorna aktivdlé OR-1896-nak szerepe lehet a mikroerek
vazomotor milkddészavara miatt kialakulé periférids rezisztencia fokozddas és

kovetkezményes szisztémads vérnyomds emelkedés terapidjaban.
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8. TARGYSZAVAK

2-es tipusu diabetes mellitus
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nitrogén-monoxid
oxidativ stressz
xantin-oxidaz
hidrogén-peroxid
ciklooxigendz-2
konstriktor prosztaglandin
levosimendan

OR-1896

ATP-fiigg6 kdlium csatorna

4-aminopiridin-szenzitiv kalium csatorna
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