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Bevezetés

A sziv- és érrendszeri betegségek (CVDs, Cardiovascular Diseases) vilagszerte a vezetd
halalozasi okot jelentik, igy ezen betegségcsoport patomechanizmusainak ismerete, valamint a
helyes terapia megvalasztdsa az orvostudomany egyik fontos kihivasa. A gyogyszeres
kezeléseken tul, sok egyéb hatékony stratégia létezik a primer és szekunder prevenciora.
Szamos preklinikai és klinikai vizsgalat adatai bizonyitjak, hogy a testmozgas és a megfelelden
megvalasztott étrend jotékony hatassal bir a kardiovaszkuldris egészségre, mig a fizikai
inaktivitas, a nem megfelel6 diéta és az elhizds a CVDs kialakulasanak, sulyosbodasanak
kritikus kockazati tényezGinek tekinthetok. A nemi dimorfizmust tekintve is kiilonbségek
vannak a kardiovaszkularis rendszert érinté megbetegedések gyakorisagaban. Ismeretes, hogy
a pre-menopauzaban 1évé ndknél a koszoruér betegségek eléforduldsa és progresszidja
alacsonyabb, mint a hasonld koru férfiaknadl. A CVDs kockazata a menopauza beéllta utan
jelentésen emelkedik. Az Osztrogénekrdl bebizonyosodott, hogy antioxidans hatastak és a
farmakologias dozissal kapcsolatos tromboembolikus szovédményektdl eltekintve, alapvetéen
kedvezden befolyasoljak a kardiovaszkularis rendszert. Ezzel szemben az Osztrogén hiany
Osszefiiggésbe hozhatd a novekvd oxidativ stresszel, valamint a sziv- és érrendszert érintd
egyeb kockazati tényezok emelkedésével. A kardiovaszkularis kockazatot ezeken feliil szamos
egyéb tényez6 is befolyasolja, mint példaul az etnikai hovatartozas, a tarsadalmi-gazdasagi
statusz és az iskolai végzettség. Ezek a jellemzOk megnehezitik a férfiak és nék kozott meglévo
biologiai kardiovaszkularis kockazati faktorok mértékének elemzését. Ezzel szemben
allatmodellekben, ahol a nem biologiai tényezdket kizarjuk, a vizsgélatok tovabbra is azt
mutatjak, hogy szamos kockazati tényezé szexualis dimorfizmust mutat, ami a nemi
hormonoknak és az altaluk regulalt biokémiai folyamatoknak a kovetkezménye is lehet.
Irodalmi adatok igazoljak, hogy a nemi hormonok fontos vazoaktiv kardiovaszkularis
kockazatot befolyasolo folyamatokat is szabalyoznak. Az egyik meghataroz6 vazoaktiv
rendszer, szamos kisérlet targya, a nemi hormonok altal is modulalt a nitrogén-monoxid
kaszkad. Az endotélsejtekben keletkezd nitrogén-monoxid az érrendszeri simaizomsejtekbe
diffundal, ahol aktivalja a guanilat-ciklazt, hogy a guanozin-trifoszfat katalitikus atalakulasat
ciklikus guanozin-monofoszfatta indukalja. Ez utobbi tovabb aktivalja a protein kinaz G-t, ami
szabalyozo, amely a kardiovaszkularis és a gyulladasi folyamatok moduldlasaban is
kulcsszerepet jatszik, a hem-oxigenaz (HO) enzimrendszer. Két f6 izoforma keriilt masok és

sajat a kutatadsaim latoterébe; a HO-1 indukélhat6 és a HO-2 konstitutiv izoforma. A HO felelds
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a hem lebontasaért, ami ekvivalens mennyiségii szén-monoxid, vas és biliverdin képzodését
eredményezi, amelyet azutan a biliverdin-reduktaz bilirubinna alakit. A bilirubin és a biliverdin
hatasos antioxidansok. A fizioldgids antioxiddns/oxidans homeosztazis fenntartasahoz
hozzajarulo {6 tényezok koziil, a HO enzimrendszer kulcsszerepet jatszik az oxidativ stressz
altal kivaltott folyamatok ellenstilyozasaban. Disszertaciom fontos célkitiizése a HO rendszer
¢s az azzal Osszefliggd kardiovaszkularis allapotok kiillonbozoségének vizsgalata az eltérd
nemekben, valamint az endogén Osztrogénhiany HO rendszert érintd hatasainak
tanulmanyozasa. Els6ként him, ndstény és ovariektomizalt ndstény patkanyokban a sziv és
aorta szovetek HO expresszidjat/aktivitasat vizsgaltam, in vivo, in vitro és ex vivo koriilmények
kozott. A fizikai aktivitdas és a megfeleld diéta karidoprotektiv jelentéségének megitélése
menopauzaban is szamos vizsgalat targyat képezi. igy kutatocsoportunk a HO rendszer mellett
szamos mas metabolikus ¢és gyulladasos paraméterek befolyasolasat, valamint az
oxidans/antioxidans homeosztazis szerepét is vizsgalta poszt-menopauzas kisérleti modellben
(Varga, Veszelka et al. 2018).

Tovabbi munkadmban célul tiiztem ki a fizikai aktivitas kardioprotektiv szerepének
vizsgalatait mas megkozelitésben. A szivizom extracellularis matrix fontos alkotdelem és
hangstlyos jelentséggel bir patologias allapotokban, a sziv sériilést kovetd atépiilése soran
(remodellingben). Az extracellularis matrix legelterjedtebb szerkezeti komponensei a
kollagének, kiilondsen az 1. tipusu és a III. tipust kollagén. Ezek szintézisének és lebomlasanak
egyensulya elengedhetetlen a normal szivszerkezethez és -miikodéshez. A koronaria
betegségekkel gyakran egyiitt jaro szivelégtelenséget a nem kielégité remodelling és a
kovetkezményes kollagén felhalmozodas, miocita vesztés és ily modon a sziv szerkezetének
patologias atrendezOdése jellemzi. A fibrillaris kollagének és mas extracellularis matrix
fehérjék lebomlasat a matrix metalloproteinaizok (MMP) katalizaljak. A MMP-2 az egyik
legismertebb a fent emlitett fehérjék koziil, és szinte minden sejttipusban konstitutivan jelen
van. Mas enzimekhez hasonléan az MMP -at is a természetben el6forduld szdveti inhibitorok
(TIMP) szabalyozzak, megakadalyozva a tulzott extracellularis matrix lebomlast. A MMP-ok
és a TIMP-ok funkcionalis egyenstilya meghatarozza a sziv remodellingjét. Munkaimban a
figyelmem a MMP-ok miikodésére €s a fizikai terhelés hatasaira iranyult. Célul tiztik ki
tovabba a sziv anginas érzékenységének vizsgalatat, valamint meghataroztuk a kisérletes
szivinfarktus méretét iszkémia/reperfuziot kovetden.

A primer prevencion tul indokolt volt miokardialisan sériilt, valamint 2-es tipusu
cukorbeteg allatmodelleket is tanulmanyozni, hiszen a primer mellett a szekunder prevencio,

illetve a rehabilitacio is fontos tudomanyos és orvosi kihivas. Vizsgaltuk a fizikai aktivitas
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hatasat a sziv iszkémia/reperfiizids karosodas mértékére, valamint a kardialis HO és konstitutiv
nitrogén-monoxid szintaz (cNOS) aktivitasra Goto-Kakizaki (GK) 2-es tipusu cukorbeteg
patkanyban. Az izoproterenol (ISO) egy szintetikus [-adrenoceptor agonista, amely
patkanyokban szivizom sériilést okoz. Az altala kivaltott akut reaktiv oxigén szabadgyok (ROS,
reactive oxygen species) képzdés csokkenti a redukalt glutation/oxidalt glutation aranyat
(GSH/GSSG). Ezenkivill az ISO indukalta szivizom kéarosoddsok novelik a pro-
inflammatorikus citokinek expressziojat, amelyek tovabbi szerkezeti és funkcionalis
karosodasokat okoznak a szivizomban. Kimutattuk, hogy az onkéntes testmozgas potencialis
megel6zo stratégia lehet a kardiometabolikus paraméterek javitasara kisérletes menopauzaban
(Posa, Szabo et al. 2015) és pozitiv hatast gyakorol a remodellingre, jelentdsen csokkentve az
iszkémia/reperfazios sériiléseket (Szabo, Karacsonyi et al. 2018, Szabo, Borzsei et al. 2019),
igy célul tliztiik ki a fizikai aktivitds az ISO altal kivaltott szivkdrosodas antioxidans és
gyulladasos profiljara gyakorolt hosszabb tavii hatasainak vizsgalatat fertilis ¢és
Osztrogénhianyos patkanymodellekben.

A kardiovaszkularis prevencio lehetdségei és hatasossagai a genetikai, nemi, kornyezeti
¢s ¢letmodbeli tényezOkon kivill nagyban fliggnek a kortol is. A sziv Oregedését eldszor
molekularis €s sejtszintli valtozasok jellemzik, amelyek azutdn szerkezeti, morfologiai és
funkcionalis rendellenességekhez vezetnek. Emellett az id6sebb egyének hajlamosak kronikus
gyulladasban, az ugynevezett ,,gyulladdsos oOregedésben” szenvedni, amely gyulladasos
citokinek fokozott megjelenésében és oxidativ stresszben nyilvanul meg. Bar a gyulladas
kialakuldsa 6nmagaban is erds kockazati tényezd, a koros sziv remodelling tovabb noveli a
CVDs esélyét és a sziv sebezhetOségét. A sziv patologids atépiilésének folyamata a
kardiomiocitak elvesztésének kompenzacidos mechanizmusa, amely hatassal van az
extracellularis matrix szerkezetére (Szabo, Karacsonyi et al. 2018). A molekularis és genetikai
markerek jellemzése ezekkel a patofizioldgiai rendellenességekkel —kapcsolatban
kulcsfontossagu a sziv Oregedésének mélyebb megértéséhez. Vizsgaltuk a rekreacios
testmozgas sziv funkcionalis tulajdonsagaira gyakorolt hatasat, valamint a fontos szereppel bird
Comt, Ogn, Pcp4 és Esml gének és fehérjék expresszidjat idés patkanyokban nemtdl fliggden
(Borzsel, Priksz et al. 2021).

A CVDs-en tul klinikai és kisérletes vizsgalatok aldtdmasztjak, hogy a mozgasszegény
¢letmod jelentds szerepet jatszik a medddség aranyanak gyors novekedésében, hatassal van a
férfiak reproduktiv allapotara, hozzajarulva a férfi hipogonadizmushoz, amelyet csdkkent
tesztoszteronszint, gyenge libido, merevedési zavarok és csokkent spermium életképesség

okoz. Eredményeink bizonyitjak, hogy az “iil6 életmdod” az oxidans/antioxidans homeosztazis
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zavarat eredményezi, ami kovetkezésképpen oxidativ karosodast okoz (Szabo, Borzsei et al.
2019, Borzsei, Szabo et al. 2021). A gyulladasos paraméterek koziil a TNF-a és az 1L-6
kulcsfontossagu pro-inflammatorikus citokinek, amelyek Osszefiiggésbe hozhatok a férfi
termékenységgel. Vizsgaltuk a mozgas (Giszas) hatasat a gyulladasi mechanizmusok ¢és a férfi
medddség tekintetében.

Széles korben elfogadott, hogy a sport gyogyszer, és valodi “polipill” -ként szolgélhat
szamos betegség, koztiik a CVDs megeldzésére €s kezelésére. A testmozgas altal szabalyozott
jelatviteli Gtvonalak egyre boviilo ismerete olyan potencialis terapids célpontok ¢€s stratégiak
vizsgalatahoz fog vezetni, amelyek kisérleti modellekben védéhatassal birnak a CVDs-el
szemben. Jelenleg a futopados futas, a futdkerekes mozgas és az uszas a leggyakrabban hasznalt
allati testmozgas modellek, amik megkonnyitik a kiilonb6z6 kutatocsoportok altal végzett
fizikai aktivitasra irdnyuld vizsgalatok szabvanyositasat, 6sszehasonlitdsat és népszeriisitését
vilagszerte.

Vizsgalataim tovabbi szakaszaiban malac modelleket hasznéltam a kardiovaszkularis
rendszert érintd protektiv molekuldris mechanizmusok megértésére. Az iszkémids
prekondiciondldst, mint kisérletes invaziv prevencidt alkalmaztam arra, hogy a
hattérmechanizmusok egy részét tanulmanyozzam. Az iszkémiés prekondicionalas egy rovid
iszkémias és reperfizids epizdd indukcidja a szivizomban, amely jelentdsen csokkenti a
hosszan tartd iszkémia altal okozott szoveti karosodast. Munkacsoportunk az iszkémias
prekondiciondlds nitrogén-monoxid szintdz (NOS) kozvetitette védd hatasat vizsgalta.
Igazoltuk, hogy az iszkémias prekondicionalas szerepet jatszik a koszortaér-atjarhatosag jobb
fenntartasaban a (konstitutiv nitrogén-monoxid szintdz) cNOS medidlasan keresztiil.
Eredményeink Osszhangban vannak azokkal a klinikai eredményekkel is, amelyek szerint a
magasabb szérum mieloperoxiddz (MPO) koncentracioji betegeknél nagyobb a
kardiovaszkularis események, a reperfuzié utani szivmiikdési zavarok és a kedvezdtlen kamrai
remodelling kockazata.

A kialakult koronaria szlikiiletet kezelése gyakran intravaszkularis koronaria
revaszkularizacidos modszerekkel torténik, amelyek soran a mechanikus tagitds mellett fontos
szerepet jatszanak a lokalisan bejuttatott, a beavatkozas soran kivaltott sériilést csokkentd
gyogyszerkészitmények. Napjainkban a paclitaxellel bevont sztenteket és ballonokat gyakran
alkalmazzak koronaria revaszkularizacios eljarasokban azzal a céllal, hogy csokkentsék a
standard eljardsoknal megfigyelhetd magas posztintervencids resztendzis aranyat. Egy
metaanalizis azonban kérdéseket vetett fel a paclitaxel hosszi tavi biztonsagossagaval

kapcsolatban, ami arrél szamolt be, hogy az alternativ terapidkkal Osszehasonlitva a
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gyogyszerrel bevont eszkozok két és 6t év mulva megndvelték a halalozas kockazatat a
periférids artérids beavatkozdsokon atesett betegeknél. A szerzOk azonban nem tudtak
megmagyarazni a késoi halalozas lehetséges mechanizmusait. A paclitaxel ér- és szivsejtekben
kifejtett molekuldris hatasmechanizmusainak tisztazasa tampontokat adhat a hatéanyag
biztonsadgossagaval, hatékonysagaval és a kardiovaszkularis gyogyaszatban valdo konkrét
alkalmazasaval kapcsolatban. A teriileten végzett korabbi kutatasok azonban kimutattak e
gyogyszer jotékony antioxidans funkcioit, valamint karositd hatdsait is. Egy vizsgalatban a
paclitaxel potencialis kardioprotektiv tulajdonsagainak elemzése volt a célunk ISO indukalt
szivkarosodasnak kitett patkanyok szivizomzatdban. Feltételeztiik, hogy a paclitaxel adasa
megvédi a szivet az oxidativ és gyulladasos folyamatok, példaul a TNF-a és az NF-xB
kanonikus pro-inflammatorikus jelatviteli utvonal elnyomasa, valamint a védé molekulak,
példaul a HO-1 és a SOD expresszidjanak serkentése révén (Matusovits, Murlasits et al. 2023).
Tovabba vizsgéltuk a paclitaxel ballonbdl a szisztémas keringésbe torténd i1dofiiggd
felszabadulasanak ¢és az érfalon beliili felhalmozodas biztonsagat sertés modellben ¢és

meghataroztuk az optimalis expozicids idot.



Célkitizések

10.

A HO expresszid ¢s aktivitas nemi alapi kiilonbségeinek vizsgalata és a HO
enzimrendszer kardioprotektiv szerepének elemzése HO enzim gatlo alkalmazéasaval
patkanyban.

Az 0Osztrogénhidny hatasainak vizsgalata a HO enzimrendszerre, egyes gyulladasos
jelzdmolekuldkra €és a szivizom iszkémiara kisérletes menopauzaban, idés korban,
nostény patkanyban.

A fizikai terhelés kardioprotektiv szerepével kapcsolatos egyes tényezok elemzése
patkanyban: MMP-2 aktivitds, sziv anginds ¢érzékenység, nyugalmi vérnyomas,
aortakontrakcio, szivinfarktus mérete iszkémia/reperfuzios sériilést kovetden.

A magas zsirtartalmt diéta és a mozgéasszegény és aktiv életmodokkal Gsszefiiggd
antioxidans és gyulladasos allapotok vizsgalata, ezek kardidlis kockézattal kapcsolatos
szerepének elemzése patkanyban.

A fizikai aktivitds hatdsdnak vizsgalata a sziv iszkémia/reperfizios karosodas
mértékére, valamint a kardidlis HO és konstitutiv nitrogén-monoxid szintdz (cNOS)
aktivitasra Goto-Kakizaki (GK) 2-es tipusu cukorbeteg GK patkanyban.

Az ISO altal kivaltott szivkarosodas antioxidans és gyulladasos profiljara gyakorolt
hosszl tavl hatasainak vizsgalata fertilis €s 0sztrogénhianyos patkdnymodellekben.

A kardialis funkciok, valamint a Comt, Ogn, Pcp4 és Esml gének expresszidjanak
vizsgalata a fizikai aktivitassal 0sszefliggésben 1dds, kiilonb6zd nemii patkanyokban.
A mérsekelt intenzitasu fizikai testmozgéas hatasainak vizsgalata a herék antioxidans
statuszara ¢€s gyulladdsos paramétereire, valamint a spermiumok vitalitdsira ¢€s a
tesztoszteron koncentracidra patkanyban.

Iszkémias prekondicionalds hatdsdnak vizsgéalata a mikrovaszkularis perfuziora, NOS
aktivaciora sertés modellben.

A paclitaxel koronaria ballon dilataci6 effektivitasa és biztonsagossaganak vizsgalata, a
hatdéanyag érfalon beliili felhalmozddasa és szisztémds keringésbe torténd idofiiggd

felszabadulasanak alapjan sertés modellben.



Anyagok és modszerek

1. célkitiizés kisérleti elrendezése

Allathazban tenyésztett him és ndstény Wistar patkanyokat (230-250 g) hasznaltunk. Minden
kontroll ndstény patkany a prodsztrusz stadiumban volt, amelyet a 0,1%-0s Giemsa oldattal
festett és fénymikroszkoppal (x100) megfigyelt nukledlt hamsejtek egyedi jelenléte jellemez.
A HO enzimeket SnPP IX (30,0 mg/kg, s.c., pH 7,4, 24 oraval és egy oraval a kezelés elott)
gatolta (Posa, Kupai et al. 2013).

2. célkitizés kisérleti elrendezése

A ndstény Wistar patkdnyokat négy csoportra osztottuk: 4 honapos aloperalt kontroll allatok,
gyogyszeresen ovariektomizalt allatok, sebészileg ovariektomizalt allatok €s 24 honapos (idds)
allatok. 750 ng/kg triptorelint (Decapeptyl depot, Ferring, Németorszag) i.m. 4 hetente
alkalmaztunk a farmakologiai ovariektomia elérése érdekében. 6 hetes pihen6idd utan Giemsa
festési modszerrel biztositottuk, hogy minden allat az ivarzasi fazis ugyanabban a szakaszaban
keriiljon terminalasra (minden kontroll patkany prodsztrusz fazisban volt). Az 0sztrogénszintet
ELISA modszerrel (Quantikine patkany 0sztrogén ELISA kit, R&D Systems Inc.) ellendriztiik
(Posa, Szabo et al. 2015).

3-5.  célkitiizés kisérleti elrendezése

A him Wistar és GK patkanyokat (n = 70, stilyuk 200-230 g; Toxi-Coop Zrt., Magyarorszag)
véletlenszerlien osztottuk be a kontroll és a futd csoportokba. Az edz¢ allatokat egyenként
futokerekkel (Acellabor Kft., Budapest, Magyarorszag) felszerelt ketrecekben helyeztiik el, igy
6 héten keresztiil napi 24 o6ran keresztiil szabad hozzaférést kaptak a kerékhez (Posa, Szabo et
al. 2015).

4. célkitiizés kisérleti elrendezése
A tizhetes ndstény Wistar patkanyokat két csoportra osztottuk és altatasban dloperacionak vagy

kétoldali petefészek-eltavolitasnak (OVX) vetettiik ald. A korabban leirt ciklus és

Osztrogénszint ellendrzd vizsgalatokat elvégeztiik.



A 4. hét végén mind az OVX, mind az aloperalt patkanyokat véletlenszeriien két alcsoportra
osztottuk. Az edz6 patkanyok alcsoportjait futokerekekkel felszerelt ketrecekben helyeztiik el.
Napi 24 oran keresztiil szabad hozzaférést tettiink lehetévé a futokerékhez 12 héten keresztiil,
azaz a fizikai aktivitas (futds) az allatok napi rutinjanak szerves részét képezte. Mindkét
csoportban az allatokat standard vagy magas triglicerid (HT, 40% zsirtartalom) tapon tartottuk,
¢s szabad hozzaférésiik volt a vizhez. A 12 hetes edzés protokoll végén az allatokat terminaltuk

(Szabo, Karacsonyi et al. 2018, Varga, Veszelka et al. 2018).

6. célkitizés kisérleti elrendezése

Kutatdsunkban 180-200 g tomegli ndstény Wistar patkanyokat (Toxi-Coop) hasznaltunk. 1
hetes akklimatizacios iddszak utan a patkdnyokat kontroll és farmakoldgiailag indukalt
Osztrogénhianyos allatcsoportokra osztottuk. Az dsztrogénhianyos allapot elérése érdekében a
korabban leirt 750 g/kg triptorelint kaptak (Decapeptyl depot, Ferring) minden negyedik héten.
A kontroll csoport patkanyai fiziologias séoldatot kaptak intramuszkularis injekcidban (minden
negyedik héten). Két triptorelin injekcios kezelés utan (56 nap) a szérum Osztradiol Szintet
kvantitativ osztradiol ELISA-val (Rat E» ELISA Kit, SunRed Biological Technology,
Shanghai, Kina) ellendriztiik.

A miokardialis infarktus indukalasat ISO (Sigma Chemicals) szubkutdn adagolasaval,
egyszeri 0,1 mg/kg dézisban végeztiik. 20 éraval az ISO indukcid utdn meghataroztuk a szérum
laktat-dehidrogenaz (LDH) és mioglobin értékeket, és a szivkarosodast 1%-0s 2,3,5-trifenil-
tetrazolium-klorid (TTC) festéssel igazoltuk.

Harom héttel az ISO kezelés utan az éllatokat véletlenszerlien fut6 és nem futod
alcsoportokra osztottuk. Szaz néstény patkanyt egységesen nyolc alcsoportra osztottunk a
kiilonboz6 kezelések alapjan. A kisérleti protokoll végén a boncolast kdvetden a sziveket TTC-
festéshez hasznaltuk, vagy -80°C-on poritott allapotban taroltuk a biokémiai mérésekig (Szabo,
Borzsei et al. 2019).

7. célkitizés kisérleti elrendezése

Ebben a vizsgalatban 20 honapos him €s ndstény Wistar patkdnyokat hasznaltunk. A vizsgalat
kezdetén a ndstény és him patkanyokat két f6 csoportra osztottuk: kontroll és futo allatokra. A
12 hetes kisérleti idoszak végén altatasban echokardiografias méréseket végeztiink. Az eljarast

kovetden az dsszes patkanyt elaltattuk, és a sziviiket eltavolitottuk. A sziveket véletlenszertien
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két alcsoportra osztottuk: -80°C-on taroltuk a biokémiai mérésekig, vagy azonnal ex vivo

vizsgalatnak vetettiik ala (Borzsei, Priksz et al. 2021).

8. célkitizés kisérleti elrendezése

Ebben a vizsgalatban 8 honapos him Harlan-Wistar patkanyokat hasznaltunk. A vizsgalat
kezdetén a patkdnyokat 6t csoportra osztottuk az alabbiak szerint: (1) beavatkozas nélkiili
kontrollok, (2) izoproterenollal kezelt (1SO), (3) kezelés elétti Giszas + 1ISO (PRE+ISO), (4) 1ISO
+ kezelés utani uszas (ISO+POST) és (5) kezelés elotti uszas + ISO + kezelés utani Gszas
(PRE+ISO+POST) csoportok. Ezutan a patkanyokat heti 5 napon at, 3 héten keresztiil
egyénileg edzettiik egy 20 cm x 20 cm-es medencében, amely ~60 cm mély, 32-33 °C -0s vizzel
volt tele. Minden egyes uszdedzés 25 percig tartott, és minden edzést reggelente végeztiink. A
PREAISO csoportba tartozé allatok az ISO beadasa elétt 3 hétig edzettek, mig az ISO+POST
csoportba tartozo allatok az ISO injekcid beadasa utan 3 hétig Gsztak, amit egy pihend idészak
kovetett. A PRE+ISO+POST csoportban 1év0 patkanyokat 3 hétig edzettilk az ISO kezelés
elott, illetve utan. A teljes kisérleti idészak végén spermamintékat gylijtottiink. A mesterséges
ejakulaciot elektroejakuldcioval, standardizalt modszerrel értiik el. Az ondobol 7-10 pl-t
azonnal felhasznaltunk a hialuronsav kotési vizsgalathoz, a fennmaradé mennyiséget pedig -20
°C — on taroltuk a tovéabbi biokémiai elemzésekhez. A sperma funkcionadlis értékelését a
kereskedelemben kaphato HBA® tesztekkel (Biocoat Inc., Horsham, PA, USA) végeztiik el. A

vizsgalatot a gyarto utasitasai szerint végeztiik el (Osvath, Szucs et al. 2022).

Etikai engedélyek: XX.4802/2015, XX. /1405/2021, XX/4801/2015, 25/2013 DEMAB, 1.74-
40/2017, XXXIX. /3546/2022.

Szérum LDH és mioglobin mérése

Vérmintakat vettiink a vena safenabdl, melyeket 2000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltunk
20 percig 4 °C-on. A feliiluszot kereskedelmi forgalomban 1évé kitekkel (GenAsia Biotech,
Shanghai, Kina) 450 nm-en (Benchmark Microplate olvaso, Bio-Rad, Hercules, CA)
vizsgaltuk. Az LDH értékeket U/literben, a mioglobin értékeket pedig nanogramm/literben
fejeztiik ki (Szabo, Borzsei et al. 2019).
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A glutamat-oxalacetat aminotranszferaz (GOT), glutamat-piruvat aminotranszferaz

(GPT) és alkalikus foszfataz (ALP) mérése

Az enzimek szérumszintjét Biolis 241 Premium rendszerrel (Siemens) mértiik. A GOT és a GPT
reakcidit a NADH NAD-da torténd oxidacidja kovetkeztében 340 nm-en mért abszorbancia
csokkenés mértékének mérésével kovettiik. Az ALP mérési modszere 4-nitro-fenil-foszfatot
hasznaltunk szubsztratként, és az ALP aktivitast 405 nm-en mértik. A GOT, GPT és ALP
értékek Ulliterben vannak kifejezve (Szabo, Borzsei et al. 2019).

HO aktivitas mérése

A szoveteket 4 °C-on homogenizaltuk. A homogenizal6 puffer 10,0 mM HEPES-t, 32,0 mM
szacharozt, 1,0 mM ditiotreitol 1,4-bisz-(szulfanil) -butan-2,3-diolt (DTT), 0,10 mM etilén-
diamin-tetraecetsavat (EDTA), 10,0 pg/ml tripszin inhibitort, 10,0 pg/ml leupeptint és 2,0
ug/ml aprotonint tartalmazott, pH 7,4. 15 000 g-vel 20 percig 4 °C-on végzett centrifugalas utan
a feliiluszo6 folyadékot Osszegylijtottiik. A reakcidelegy a kovetkezd vegyiileteket tartalmazta
1,50 ml dssztérfogatban: 2,0 mM gliik6z-6-foszfat, 0,14 U/ml gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz,
15,0 uM hemin, 120,0 pg/ml patkanymaj citoszol, 2,0 mM magnézium-klorid-hexahidrat
(MgCl2-6H20), 100,0 mM kalium-dihidrogén-foszfat (KH2POas) és 150,0 ul feliiliszo. A
reakciot 100,0 pl redukalt béta-nikotinamid adenin-dinukleotid-foszfat (B-NADPH)
hozzaadasaval és sotétben, 37 °C-on 60 percig tartd inkubalassal inditottuk. A reakciot jeges
hiitéssel allitottuk le. A bilirubintartalmat a kovetkezoképpen hataroztuk meg: 465 és 530 nm-
en mértiilk az optikai denzitast és kiszamitottuk a két denzitds kozotti kiilonbséget. A HO
aktivitast az 6ranként termelt bilirubin mennyiségeként hataroztuk meg (nmol-ban) milligramm

fehérjére vonatkoztatva (Szabo, Borzsei et al. 2019).

HO-1 tartalom mérése

A szivszoveteket RIPA pufferben homogenizaltuk, majd 10 percig szonikaltuk. A
homogenizatumokat 12 000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk 4 °C-on 10 percig, majd 5
percig forraltuk. Egyenld mennyiségii fehérjét (80 pg) valasztottunk el (90 V/2 gél) 10%-0s
poliakrilamid gélen, és vittiik at (35 V/2 gél 2,5 6ran at) nitrocellul6z membranokra. 0,10%
Ponceau voros jelenlétében meg tudtuk hatdrozni a fehérjeterhelés egyenértékiiségét. A végsod

HO-1 jelérzékenység novelése érdekében a membranokat Pierce Western Blot Signal
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Enhancer-rel (ThermoFisher Scientific) inkubaltuk, majd egy éjszakan at blokkoltuk 5%-0sS
zsirmentes szaraz tejben Tris-pufferelt sooldatban- Tween 20-ban. Anti-HO-1-et (ab822109,
Abcam) és az anti-B-aktin antitesteket (ab20272, Abcam) hasznaltunk. A fehérjéket ugy
mutattuk ki, hogy a membranokat 4 6ran at szobahOmérsékleten inkubaltuk anti-HO-1 nyul
poliklonélis primer antitesttel (1:500, ab82219, Abcam). Mosas utdn a membranokat 1 6ran at
szobahdmérsékleten inkubaltuk szarvasmarha anti-nytl IgG-torma peroxidazzal (1:5000, sc-
2370, Santa-Cruz Biotechnology). A HO-1 immunoblottunknal a B-aktin szolgalt kontrollként.
Az aktin kimutatdsdhoz a membranokat egy €jszakéan at blokkoltuk 5%-0s BSA-ban. Mosas
utdn a membranokat egér anti-fB-aktin antitesttel (1:4 000, 2 ora, ab20272, Abcam), majd
poliklonalis nyul anti-egér torma-peroxidazzal (1:2 000, 1 6ra, Dako) inkubaltuk. A kényelmes
fehérje meghatarozashoz MagicMark XP Western protein standardot (In-vitrogen,
ThermoFisher Scientific) hasznaltunk. A savokat az Uvi Chemi Pro vizualizalta, és a Quantity

One szoftverrel (Bio-Rad) elemeztiik (Szabo, Borzsei et al. 2019).

Redukalt glutation (GSH) + oxidalt (GSSG) tartalom mérése

A szoveteket 0,25 M szacharéz, 1 mM DTT és 20 mM Tris oldataban homogenizaltuk, majd
15 000 g-vel centrifugaltuk 30 percig 4 °C-on. A feliiluszo frakcidkat 0sszegytjtottiik, és 0,1
M CaClz-ot, 0,25 M szachardzt, 20 mM Tris-t és 1 mM DTT-t pipettaztunk a mintakba. 30
perces 0 °C-on végzett inkubalas utan a mintakat tovabb centrifugaltuk 21 450 g-vel 60 percig
4 °C-on. Higit6 pufferként 125 mM natrium-foszfat ¢s 6,0 mM EDTA keverékét hasznaltuk a
GSH, GSH-reduktaz, 5,5’-ditio-bisz-2-nitrobenzoesav (DTNB) és B-NADPH to6rzsoldatahoz.
Minden mintabol dsszesen 40 pl térfogatot, valamint azonos térfogatt DTNB torzsoldatot (20
ul) és B -NADPH-t (140 pl) adtunk, majd 25 °C-on inkubaltuk. A reakcio elinditasahoz 10 pl
térfogatl GSH-reduktazt hasznéltunk, és az abszorbanciat 405 nm-en mértiik a reakcio
kezdetétdl szamitott 10 perc elteltével. A teljes GSH spektrofotometrias vizsgalatdban a GSH-
t egymds utan DTNB oxidalta, majd NADPH redukalta GSH reduktaz jelenlétében. A teljes
GSH értékeket nmol/mg fehérje egységben fejeztiik ki (Szabo, Borzsei et al. 2019).

GSH és tumor nekroézis faktor alfa (TNF- a) meghatarozasa

A mintakat foszfat pufferben homogenizaltuk (Ultra-Turrax T8, 2 30 s) (pH 7,4), majd 2000
fordulat/perc sebességgel centrifugéltuk 20 percig 4 °C-on. A GSH-t és a TNF-a-t a GenAsiatol

vasarolt kereskedelmi kitekkel vizsgaltuk és az optikai denzitast 450 nm-en mértiik (Benchmark
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Microplate olvaso, Bio-Rad). A GSH-szinteket mg/literben, a TNF-a értékeket pedig pg/mg
fehérje egységben adtuk meg (Szabo, Borzsei et al. 2019).

A mieloperoxidaz (MPO) aktivitas mérése

A mintakat jéghideg foszfatpufferbdl és 0,5% hexadecil-trimetil-ammonium-bromidbol (pH
6,0) all6 oldatban homogenizaltuk. Haromszori fagyasztas és olvasztas utan 15 000 g-vel
centrifugaltuk 15 percig 4 °C -on. A feliiliszot eltavolitottuk és egy 12 ul alikvot részt
pipettaztunk 280 ul PBS (pH 6,0) és 0,167 mg/ml O-dianizidin-dihidroklorid keverékébe. A
reakciot 10 pl 0,03%-os hidrogén-peroxiddal inditottuk, majd a MPO aktivitasat
spektrofotometriasan mértiik 490 nm-en. (Szabo, Borzsei et al. 2019).

Fehérje meghatarozas

A kereskedelemben kaphat6 protein assay kit (Bio-Rad Laboratories) segitségével a higitott
mintak alikvotjait (20 pl) 6sszekevertiik 980 pl desztillalt vizzel és minden mintahoz 200 pl
Bradford reagenst adtunk. Keverés és 10 perces inkubalas utdn a mintakat spektrofotometridsan
vizsgaltuk 595 nm-en. A fehérjeszinteket mg fehérje/ml-ben fejezziik ki (Szabo, Borzsei et al.
2019).

MMP-2 aktivitas mérése

Az MMP-2 aktivitast szivmintakbol mértiik zselatin zimografia segitségével. 50 mikrogramm
fehérjemintat elektroforetizaltunk zselatinnal kopolimerizalt 8%-os poliakrilamid gélen (20
mg/ml; A tipust sertésb6rbdl; Sigma). Elektroforézis utan a géleket 2,5%-0s Triton X-100-zal
mostuk, és 20 6ran at 37 °C -on inkubaltuk inkubacios pufferben. A festést 0,05%-0s Coomassie
Brilliant Blue-val, majd vizes 4%-os metanollal és 8%-0s ecetsavval végeztiik. Fehérje markert
(Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific) hasznaltunk a két enzim
izoforma (MMP-2, 72 kDa és 64 kDa) azonositasara. A zimogramokat digitalisan szkenneltiik
¢s a savok intenzitasat Quantity One szoftverrel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

szamszerUsitettiik (Szabo, Karacsonyi et al. 2018).
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Iszkémia/reperfuzios protokoll

A szivszdveteket gyorsan kimetszettiik, és jéghideg Krebs-Henseleit pufferoldatba helyezziik,
majd Langendorff perfizios rendszerre szereltiik fel. Retrograd perfuziot alkalmaztunk a
szivekben az aortan keresztiil, 75 Hgmm nyomdason 5% CO2-ot és 95% O»-t tartalmazo6 Krebs-
Henseleit pufferrel 37 °C -on. A perfiziot kovetden iszkémiat valtottunk ki a LAD 30-45 perces
elzarasaval, majd ezt 120 perces reperfuzid kovette. Minden kisérlet végén a LAD-t Gjra
elzartuk, a perfuziot ledllitottuk és a sziveket 1%-0s Evans-kék oldattal megfestettiik. A
szivmintakat egy ¢jszakan at —20 °C -on lefagyasztottuk. A fagyasztott szivszovet-mintakat
2 mm vastag keresztmetszetli szeletekre vagtuk. A TTC festést kovetden a szovetszeleteket
formalin (10%-os) oldatba vittiik at 10 percre, majd foszfatpufferbe (pH 7,4) helyeztiik. Ezt az
inkubalést kovetden minden szelet mindkét oldalat lefényképeztiik digitalis fényképezdgéppel

(Kupai, Szabo et al. 2015, Szabo, Karacsonyi et al. 2018).

Az aorta és a sziv HO-1, plazma IL-6 és TNF-a koncentraciojanak mérése

A HO-1 szdveti szintjét, valamint a plazma TNF-a és IL-6 koncentracioit ELISA kittel mutattuk
ki a gyarté utasitdsai szerint (SunRedBio patkdny HO-1, SunRedBio patkany IL-6 ¢s
SunRedBio patkany TNF-a ELISA kitek). A koncentraciokat ng/mg fehérje (HO-1), pg/ml
fehérje (IL-6) és ng/ml fehérje (TNF-a) formajaban fejeztiik ki. Az optikai denzitast 450 nm-
en mértiik (Benchmark Microplate olvaso; Bio-Rad) (Varga, Veszelka et al. 2018).

e rers

A szoveteket foszfatpufferben (pH 7,4) 20 masodpercig homogenizaltuk, és 20 percig
centrifugaltuk 3000 fordulat/perc sebességgel, 4 °C-on. A centrifugdlt feliiliszot
Osszegyljtottiik és enzimhez kotott immunszorbens vizsgalathoz (ELISA; GenAsia, Shanghai)
hasznaltuk. A mérés soran kovettiik a gyartd utasitasait. A fehérjemeghatarozast Bradford
modszerrel végeztiik, és spektrofotometridsan mértiik 595 nm-en. A Comt, Ogn és Pcp4
szinteket pg/pg fehérjeként fejeztiik ki; Az Esm1 értékeket pg/mg fehérjeként hatdroztuk meg
(Borzsei, Priksz et al. 2021).
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Tesztoszteronszint mérése

A kisérleti idészakok végén vérmintakat 1000x g-vel, 4 °C-on 10 percig centrifugaltuk. Ezutan
a teljes tesztoszteronszintet az Immulite 2000XPi (Siemens, Miinchen, Németorszag)
kemilumineszcens immunoassay-vel mértiik, és ng/dl-ben fejeztiik ki (Osvath, Szucs et al.
2022).

Az adrenalin és fentolamin altal kivaltott angina modell

A felszini EKG standard végtagi II. elvezetését a HAEMOSYS rendszer (Experimetria Kft.,
Budapest, Magyarorszag) rogzitette. Az ST szegmens valtozadsat mértiik és az angina
sulyossaganak indexeként hasznaltuk. Az epinefrin plusz fentolamin modellben egyetlen adag
epinefrint (10,0 pg/kg) és 30 mp-el késdbb az o-adrenoreceptor antagonista fentolamint
(15,0 mg/kg) adtuk be a patkany farokvénajaba. Az EKG-t egyidejileg rogzitettik. A HO
enzimaktivitas gatlas ST szegmens valtozasaira gyakorolt hatdsdnak vizsgalatara SnPP IX-et
(30,0 umol/kg, s.c., pH 7,4) adtunk be 24 6raval és 1 oraval a kezelés el6tt (Posa, Szabo et al.
2015).

A bazalis vérnyomas mérése és az AVP-re adott vérnyomasvalasz

Az éllatokat 30%-os uretannal (0,50 ml/100 g, i.p.) altattuk, majd fentolaminnal (10,0 mg/kg,
I.p.) kezeltik. A vérnyomas stabilizalodasat kdvetéen a farokvénaba arginin-vazopresszin
(AVP; 0,02; 0,06; 0,12 pg/kg, 1.v.) egyszeri bolus injekcidt adtunk be. A vérnyomas
emelkedését (a bazisértékhez viszonyitott maximalis emelkedés szazalékéaban kifejezve) a jobb
arteria carotisban mértik a HAEMOSYS szamitoégépes komplex hemodinamikai elemzd
rendszerhez (Experimetria UK, London) csatlakoztatott vérnyomasméron keresztiil. A
patkanyok maghdmérsékletét 37 °C-on tartottuk egy homeotermikus vezérldegységgel

(Harvard Instrument, Egyesiilt Kiralysag) (Posa, Kupai et al. 2013).

Tulélo aorta kontrakcidjanak mérése

A patkanyokat cervikalis diszlokacidval terminéltuk, majd a hasi aortakat eltavolitottuk és
Krebs-Henseleit bikarbonatos oldatba helyeztiik. A gytiriket két 25 mm-es rozsdamentes

acélhuzalra szereltiik; az alsot egy all6 rozsdamentes acélradhoz, a felsét pedig egy erd-
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elmozdulés jelatalakitohoz erdsitettiik az izometrikus fesziiltség méréséhez. A transzducer egy
ISOSYS szamitdgépes programrendszerhez (Experimetria, UK, London) volt csatlakoztatva az
érkontrakcid folyamatos rogzitéséhez.

Az aortagyliriiket 37°C-on tartott szervfiirddkbe fiiggesztettiik, amelyeket folyamatosan 95%
02 és 5% CO; gézzal buborékoltattunk. Az inkubacids oldathoz az AVP azonos dozisat (2
pg/ml) adtuk. A vazopresszinre adott kontraktilis valaszt az aorta gyliri fesziilésében (g/mg

gytritomeg) fejeztiik ki (Posa, Kupai et al. 2013).

9-10. célkitiizés kisérleti elrendezése és vizsgalati modszerei

Sertés modellek

Ejszakai éheztetés utan a héazi sertések (18-30 kg suly() intramuszkularis injekcidban
részesiiltek (12 mg/kg ketamin-hidroklorid, 1 mg/kg xilazin és 0,04 mg/kg atropin). Az
érzéstelenitést izoflurannal és O-vel egészitettiik ki, majd intratrachedlis intubaciot végeztiink.
A vérnyomast és az EKG folyamatosan ellendrizve volt. 200 NE/kg heparin-natrium beadasa
utdn a bal és a jobb koszortér szelektiv angiografidjat végeztiik, és katétert vezettiink be a bal
elilsé leszallo (LAD) ¢és bal cirkumflex (LCx) koszorterek disztalis részébe. A
ballonkatétereket a LAD-ba és az LCx-be helyeztiikk, majd ballontagitast végeztiink. A
koszoruér angiografia megerdsitette a ballon teljes érfallal vald érintkezését minden ballon
felftjasakor. A felfivasi id6t a protokollnak megfeleléen valasztottuk meg, pl. a vizsgalat
biztonsadgossagi vagy hatékonysagi szakaszdban. A kisérleteket a Kaposvari Egyetem
Diagnosztikai és Onkoradiologiai Intézetében végeztik. Az allatkisérletek megfelelnek az
AHA altal 1984. november 11-én elfogadott ,,Az Amerikai Sziv Szdvetség allaspontja a
Kutatasi Allatok Felhasznalasarol” eldirdsainak, és a vonatkozé magyar jogszabalyokat
kovették (Posa, Nyolczas et al. 2010).

Az 1szkémias prekondicion sertésmodellnél az allatok eldkészitése a fentiek szerint valosult
meg. Az okkluzié kivaltasdhoz Maverick ballonkatétert (&tmérd: 3,0 mm, hossz: 15 mm;
Boston Scientific, Natick, MA, USA) helyeztiink be a LAD-ba. Ezutdn a LAD-ot elzartuk a
ballon lasst, 4-6 atm nyomason 90 percig tartd felfujasaval. Az elzarads utan a ballont
leeresztettiik, €s a reperfiiziot 60 percig tartottuk.

Ezenkivill a 28 sertésbdl 14-et a 90 perces elzarodas elott iszkémids prekondicionaldsnak
vetettiik ala. A koszortaér-ballont a LAD-ba helyeztiik, és 4—6 atm nyomassal 5 percig fijtuk

fel. A reperfuziot a ballon leeresztése inditotta el. 5 perces reperfizi6é utan megismételtiik az 5
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perces elzarast, majd az 5 perces reperfuziot. A telitett kalium-klorid adagolasaval végrehajtott
eutanaziat kovetéen a szivet kimetszettikk, az infarktusos és nem infarktusos teriiletrél
szovetmintakat vettlink, és folyékony nitrogénben frissen lefagyasztottuk a szoveti NOS
aktivitds ¢és expresszid meghatarozasa céljabol. A kisérleteket a Kaposvari Egyetem
Diagnosztikai és Onkoradioldgiai Intézetében végeztik. ,, A laboratériumi allatok
gondozasanak alapelvei” (NIH 86-23. sz., atdolgozott 1985. évi kiadvany) és a vonatkozd
specialis magyar jogszabalyokat kdvetve (Posa, Pavo et al. 2010).

Lokalis gyogyszerszallito eszkoz

A 2. genericids ballon egy emberi hasznalatra szant koszorér-tagité ballon 3,0 pg/mm?
ballonfeliileti paclitaxel bevonattal. A ballon felfujasa utani szoveti paclitaxel koncentracid
méréséhez a ballont a LAD-ba és az LCx-be helyeztiik. A szdveti paclitaxel-koncentracio
novekedésének a ballon felfijodasi idejének fliggvényében torténd értékeléséhez a DIOR
ballonok 15 masodpercig voltak fujva 10 koszoraér szegmensben, 20 masodpercig hat
koszortér szegmensben, 30 masodpercig hat koszortér szegmensben, 45 masodpercig hét
koszortaér szegmensben, hat koszoraér szegmensben pedig és 2 x 30 masodpercig, 6-14 atm
nyomason (1,3:1 ballon/artéria ardny). Vérmintat vettiink 5, 10 és 30 perccel a ballon felfijasa
utan. Az eutanaziat telitett kalium-kloriddal végeztiik 45 perccel vagy 12 oraval a ballon
felfujasa utan. A ballonokat ezutan taroltuk a maradék felszini paclitaxel mennyiségének
mérésére. A LAD és LCx dilatalt koszoruér szegmenseket tovabbi proximalis és disztalis
referencia szegmensekkel (max. 10 mm proximalisan vagy disztalisan a kitagult szegmenstol)
kimetszettiik, €és frissen lefagyasztottuk a szdveti paclitaxel koncentracio meghatarozasahoz.
Az artéria alatt 1, 2 és 3 mm-rel szovetmintdkat (kotdszovet, zsir és szivizom) vettiink a
paclitaxel szovetbe torténd fliggdleges behatolasi mélységének meghatarozasahoz (Posa,

Nyolczas et al. 2010).

A szovetek, ballonfeliiletek és a plazma paclitaxel koncentraciojanak mérése

crer

rétegekben, a ballon feliiletén és a plazméaban nagyhatékonysagt folyadékkromatografiaval
(HPLC) mértiik (AnaKat Institut fiir Biotechnologie GmbH, Berlin, Németorszag).
Felolvasztas utan a szoveteket szobahdmérsékleten lemértiik, €s a tomegtdl fliggden kiilonbdzo

térfogatl etanolt adtunk a mintdkhoz. A mintdkat ezutan 40 percig ultrahanggal kezeltiik, majd
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a 200 pL-es alikvotokat centrifugaltuk. Egy kalibracioés vonalat allitottunk elé 50 és 5000
higitasaval készitettiik. Az 0sszes minta alikvot részeit (a szovetbdl és a kalibracios vonalbol
vett mintdkat) automatikus mintavevd fiolakba helyeztiikk, és azonos térfogati 0,1%-0s
hangyasavat adtunk hozza. A HPLC rendszer aramlasi sebessége 0,2 mL/perc volt egy ODS
Hypersil (ThermoElectron Corporation) oszlopon keresztiil, részecskeméret 5 um, porusméret
120 A. Az izokratikus mozgdfazis 70% metanolt és 30% 0,1%-0s hangyasavat tartalmazott. A
paclitaxelt tomegspektrometriaval detektaltuk. A szoveti paclitaxel koncentraciot pM/L-ben
fejeztiik ki, ami fliggetlen a minta tomegét6l. A plazma paclitaxel mennyiségét ng/mL-ben

adtuk meg (Posa, Nyolczas et al. 2010).

Hatékonysagi tanulmany

Mindegyik sertést mind a hagyomanyos, mind a DIOR ballonokkal kezeltiik randomizalt
moédon (DIOR LAD vagy LCx esetén). A ballonokat (2,75-3 mm atmérdjli, 15 mm hosszasagn)
10-18 atm nyomdason 30 masodpercig fujtuk fel, hogy elérjiik az 1,3:1 ballon: artéria aranyt. A
kontroll angiografiat kéthetes nyomon kovetésnél végeztiik. A korszovettani és
hisztomorfometriai analizisekhez a koszortereket 100 mL séoldattal oblitettiik, majd fixaltuk
2%-o0s pufferolt formaldehidben. Ezt az elokészitést kovetden az artérids metszeteket paraffinba
agyaztuk, 4-6 um vastag szeletekre vagtuk és rutinszerlien hematoxilin-eozinnal és Verhoeff-

van Gieson-elasztinnal megfestettiik (Posa, Nyolczas et al. 2010).
Az artériak hisztopatologiaja és hisztomorfometriaja
A kovetkezd korszovettani paramétereket mértiik: sériilési pontszam, fibrin és gyulladas

pontszamok, valamint endotelizacio. A sériilés sulyossagatol fiiggden szamértéket rendeltiink

hozza (Posa, Nyolczas et al. 2010).
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Az infarktus méretének mérése

Miutén a szivbol mintat vettiink a NOS méréshez, a szivet 1 cm vastag szeletekre vagtuk, és
1%-o0s TTC oldatba helyeztiik, hogy megtessiik az infarktusos teriiletet. Az infarktus méretét

szamitogépes planimetriaval (ImageJ Version 1.3) mértiik (Posa, Pavo et al. 2010).
Laboratériumi mérések

Vénas vérmintat vettlink a mioglobin szint meghatarozasa céljabol az OPUS Immunoassay
System (Behrings Diagnostic Inc., Bécs, Ausztria) (normal tartomany 12-76 ng/ml)
hasznalataval. Ezen tilmenden a vérgaz- ¢€s rutinparamétereket (vese- €és madjfunkciok és
vérzéscsillapitasi paraméterek) ellendriztiik az érzéstelenités beinditdsa utan és a kisérlet teljes
id6tartama alatt. A vérlemezkék szamat ¢és a thrombocita aktivacid paramétereit (atlagos
thrombocita térfogat [MPV], thrombocita nagy sejt arany [P LCR] ¢s thrombocita megoszlasi
sz¢élesség [PDW]) minden vérvétel alkalmaval Sysnex laboratériumi elemzd rendszer
hasznalataval (Sysnex Co Ltd, Daejeon, Korea), és abszolut sejtszam/l, fl, % ¢és fl értékben
fejeztiik ki. A plazma MPO aktivitas mérésére a szérumot 280 pl foszfat pufferrel (50 mM, pH
6) kevertiik, amely 0,167 mg/ml O-adenozin-dihidrokloridot tartalmazott, és a reakciot 10 pl
0,03%-o0s hidrogén-peroxiddal inditottuk, €és spektrofotometridsan vizsgaltuk 490 nm-en.
(Benchmark Microplate olvaso, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 90 masodperces
razas utan. Az MPO-tartalmat U/l-ben fejeztiik ki (Posa, Pavo et al. 2010).

NOS aktivitas mérése

A szoveteket homogenizaltuk (szovet 250 mg/ml, HEPES 10 mM, szachar6z 32 mM,
ditiotreitol 1 mM, EDTA 0.1 mM, tripszin inhibitor 10 mg/ml, leupeptin 10 pg/ml és aprotonin
2 ng/ml), majd centrifugaltuk 20 percig 10 000 g-vel 4 °C-on. A feliiltisz6 40 pg/ml-es mintajat
10 percig 37 °C-on inkubaltuk 110 pg/ml reakciopufferben, amely a kdvetkezdket tartalmazza:
kalium-dihidrogén-foszfat (KH2PO4) 50 mM, magnézium-klorid (MgClz) 1 mM, kalcium-
klorid (CaCly), valin 50 mM, ditiotreitol 1 mM, L-arginin 15 nM, citrullin 1 mM, nikotinamid
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) 0,3 mM, flavin-adenin-dinukleotid (FAD) 3 M, flavin-

mononukleotid (FMN) 3 uM és -['“C] arginine 157 pM (110,000 d.p.m. /ml). A reakciét az L-
arginin szubsztrat eltavolitasaval allitottuk le Dowex (AG 50W-8) 1:1 aranya vizes
szuszpenzidjanak (0,5 ml) hozzaadasaval. Az elegyet diszpergaltuk és 0,85 ml desztillalt vizzel

higitottuk (teljes térfogat 1,5 ml). Miutdn hagytuk a gyantat leiilepedni, a feliiliszot
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eltavolitottuk, hogy szcintillacios szamlalassal (2 ml Pico-Fluor) megbecsiiljiik a radioaktivan
jelolt termékeket. A minta fehérjetartalmat spektrofotometrias vizsgalattal (Bio-Rad Protein

Assay) hataroztuk meg, és a NOS aktivitast pmol/perc/mg/protein értékben fejeztiik ki. A NOS
aktivitast citrullin képzédésként hataroztuk meg, amelyet in vitro N°-monometil-L-argininnal

(L-NMMA) (700 uM) végzett inkubacid megsziintetett, és az etilén-glikol-tetraecetsav
(EGTA)-val (1 mM) végzett in vitro inkubacié hatasaival is jellemeztiik. gy az alap L-NMMA.-
érzékeny aktivitast, amelyet az EGTA megsziintetett cNOS-nak, mig azt, amelyet az EGTA
inkubacié nem gatolt, kalcium-fiiggetlen iNOS-aktivitasnak tekintettiik (Posa, Pavo et al.
2010).

Western blott analizis

A szivszdvetet lemértiik, TRIS-mannit pufferrel (pH 7,4, 1:50) higitottuk, amely 2% nétrium-
dodecil-szulfatot, 50 mM ditiotreitolt, 10% glicerint, 0,1% bromfenol kéket, 62,5 mM TRIS-t
¢s 50 mM mannitot tartalmaz. A sejttormeléket centrifugalassal iilepitettiik 12 000 fordulat/perc
mellett 20 percig 4 °C -on. 25 pg teljes sejtfehérje alikvotjait denaturaltuk 20,0 mM TRIS-sel,
3,0 mM EDTA-val, 2% SDS-sel, 10% merkaptoetanollal, 20% glicerinnel és nyomnyi
mennyiségli bromfenol kékkel valé keveréssel és forralassal. Egyenld mennyiségli
fehérjemintat elektroforetizaltunk (100 V) 7,5%-0s SDS-PAGE gélen. Elektroforézis utan a
fehérjéket elektroforetikusan atvittiikk a festetlen gélrdl nitrocellul6z membranra (Amersham,
Pharmacia Biotech., Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysadg). A blottokat ezutan iNOS elleni
primer antitestekkel és eNOS 1:2000 higitassal (H-174 és H-159, Biotechnology Inc., Santa
Cruz, CA, USA) vizsgaltuk. A HRP-vel konjugalt masodlagos antitestet (Biotechnology Inc.)
1:2000 higitasban alkalmaztuk. Az immunreaktiv savokat az ECL Advance Western Blotting
Detection Kit (Amersham Biosciences, Fairfield, CT, USA) segitségével tettiik lathatova, és X-
omat AR Filmre (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) tettiik ki. A filmeket az ImageQuant
Software (Amersham Pharmacia Biotech Buckinghamshire, Egyesiilt Kirdlysag) segitsé¢gével
elemeztiik a GelAnalst 3.01 Software-el (Iconix, Toronto, ON, Kanada) val6 szkennelés utan
utan. Az iNOS ¢és az eNOS expressziojat a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH)

(Santa Cruz) expresszidra normalizaltuk (Posa, Pavo et al. 2010).
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Eredmények és diszkusszio

A HO enzimrendszer és a nemi dimorfizmus a kardiovaszkularis rendszerben

Az Osztrogén sokféle moddon hozzdjarulhat a nemek kozott megfigyelhetd
az érrendszeri tonusra gyakorolt hatdsa lehet, valoszintileg az endotél €s a simaizomzat kozotti
kommunikéci6 modulalasan keresztiil. Vizsgéalatainkban a him 4&llatokhoz képest a HO
enzimrendszer emelkedett expressziojat és aktivitasat mutattuk ki ndstény patkanyokban.
Els6ként vizsgaltuk a HO aktivitasat szivben és ennek kdvetkezményeit szamos vazoreaktiv
funkcionalis tesztben, a nemi dimorfizmus tekintetében. Eredményeink szerint a magasabb HO
aktivitds néstényekben alacsonyabb vérnyomast, kisebb foktl indukalt aorta-6sszehuzodast,
csOkkentebb ST-depressziot, valamint mérsékeltebb vazopresszin altal kivaltott vérnyomas-
emelkedést és szivperfuzido csokkenést okozott. Ezek a HO enzimrendszer miikddésében
kimutatott nemi kiilonbségek szerepet jatszhatnak a néi nemben megfigyelheté csokkentebb
kardiovaszkularis kockazatban. Kisérleteinkben els6ként alkalmaztunk HO enzim-inhibitort
annak elemzésére, hogy az emelkedett HO aktivitas gatlasa ndstényekben hogyan befolyasolja
a HO -zal kivaltott kardioprotekciora utaldo megfigyeléseket szexualis dimorfizmus és 6sztrogén
modulacié tekintetében. Eredményeink arra utalnak, hogy a HO aktivitas specifikus gatlasa
megakadalyozza a kardioprotekciora utald jelenségek kialakuldsat pre-menopauzaban 1évo
ndstényekben, illetve sulyosbitja a himekben tapasztalt vazopresszinre adott szivperfuziot,
vérnyomasvalaszt, aortakontrakciot és sulyosbitja az ST depresszido mértékét. Az
emelkedettebb HO enzimaktivitasok Osszefliggésben lehetnek a human néi populacidban
megfigyelhetd alacsonyabb kardiovaszkularis morbiditassal. Valdsziniisithetéen a HO
emelkedettebb expresszidja és aktivitasa ndstényekben, a szivben és a hasi aortaban nagyobb
mennyiségll szén-monoxid keletkezését és a szén-monoxid indukalta kaszkad aktivitasat valtja

ki (Posa, Kupai et al. 2013).

Az endogén osztrogén hiany és a HO enzimrendszer kozvetitette gyulladasi folyamatok

A menopauzaban 1évé ndék morbiditdsi és mortalitasi ratdival foglalkoz6 kiterjedt
epidemiologiai vizsgélatok kimutattak, hogy esetiikben a kardiovaszkuldris mortalitas

jelentdsen megndtt a még fertilis n6khoz képest. A menopauza utdn ugyanis a nék elveszitik
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azt a relativ védelmet, amelyet kordbban a férfiakkal szemben ¢élveztek. A ndstény
patkanyokban leirt emelkedettebb HO enzim aktivitds fenntartdsaban az Osztrogén fontos
szerepet jatszhat. A HO aktivitds Osztrogénszinttel 0sszefliggd valtozasat, valamint ennek
hatasait a gyulladdsos paraméterekre mi vizsgaltuk elsOként. Eredményeink azt mutatjak, hogy
az Osztrogén hidnya csokkenti HO aktivitast és expressziot, ezzel egyiitt noveli az IL-6, TNF-a
adasa mellett, mindezen negativ hatasok feler6sodtek. Kimutattuk, hogy a HO-1/HO-2
expressziojanak és a HO rendszer aktivitasanak csokkenése hozzdjarul a sziv iszkémiaval
szembeni fokozott érzékenységéhez. Mindezek alapjan valoszinlisithetd, hogy az
Osztrogénhiany kardiovaszkularis kockazatot noveld hatasait részben a csokkent HO aktivités
kozvetiti. A keringd Osztradiolszint csdkkenése és az Oregedéssel jar6 egyéb folyamatok
kovetkeztében a pre-menopauzaban megfigyelhetd kardialis védelem menopauzaban csokken.
A HO aktivitas életkorral 6sszefiiggd valtozasat korabban nem vizsgaltdk. Eredményeink azt
mutatjak, hogy az id6s patkdnyok HO aktivitdsa a fiatalabb, 6sztrogénhianyos allatokhoz
hasonlé mértékben cs6kken. Novekszik az IL-6, TNF-a szint, az MPO aktivitas és csokken a
szivizom perfizié mértéke. Mindezen elvaltozas tovabb stlyosbodik, ha az idds patkanyok HO
enzimgatld kezelésben részesiilnek. Nem kizart, hogy az Oregedéssel jar6 fokozott
kardiovaszkularis kockazatban a HO rendszer csokkend aktivitasa is szerepet jatszik (Posa,

Szabo et al. 2015).

A testmozgas kardioprotektiv szerepe és a MMP2

Az antioxidans rendszerek, igy a HO enzimrendszer nemek kozotti eltérése és ezeknek
a ndstény allatokban az Osztrogénnel Osszefliiggben megfigyelhetd védo szerepe Klinikai
vonatkozassal birhatnak. Mindemellett a fizikai aktivitas, nemt6l fiiggetleniil is kardioprotektiv
lehet, szamos védelmi rendszer aktivalodik ezzel Osszefiiggésben. Ezek kozott az egyik,
amelyik fontos kardiovaszkularis jelentdséggel rendelkezik az az MMP-2. Tobb tanulmany
kozolt ugyan MMP aktivitasra vonatkozo adatokat kiilonb6zé edzésmodelleket alkalmazva
vaz- vagy szivizomzatban, azonban kevesebb informacié all rendelkezésre az edzés altal
reguldlt MMP-2 szisztémas keringésben vald jelenlétérél vagy aktivitasarol. Az MMP-2
fokozott aktivitdsa a perfuzatumban hozzijarul az endotélréteg felbomlasdhoz, negativan
befolyasolja az érpermeabilitast és koszortér betegséghez, valamint szivelégtelenséghez vezet.

Tobb kisérleti elrendezésiinkben olyan futdé edzésmodellt haszndltunk, amelyben az allatok
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stresszmentes kornyezetben maguk valaszthattdk meg a testmozgas idejét, idotartamat ¢€s
intenzitasat. Mivel mas kutatdcsoportok kimutattak, hogy 3-4 hetes futés fiziologias hipertrofiat
idéz eld, ami a sziv- és érrendszer kedvezd adaptiv vélaszat véltja ki, mi minimum 6 hetes
edzésprotokollt alkalmaztunk, hogy elegendd id6t biztositsunk az adapticidohoz. E kérdés
vizsgalatira a szérumban és a perfuzdtumban felszabadul6 MMP-2 aktivitast elemeztiik.
Eredményeink szerint a 6 hetes Onkéntes testmozgas kardioprotektiv hatasu és csokkenti a
szérum MMP-2 aktivitdsat. A fizikai aktivitds tovabba csokkentette a kisérletes angina
modellben az ST-szegmens depresszidé mértékét, igy a sziv iszkémiara vald érzékenységet. A
megfigyelés klinikai relevanciajara utal, hogy az ST-szegmens elemzése a terheléses tesztet
kovetd normalizacios periodusban prognosztikai értékii lehet (Lanza, Mustilli et al. 2004). A
Langendorff sziv perfuzidos modelliinkben az AVP altal provokalt perfuzidcsokkenés mértéke
jelentdsen kisebb mértékli volt az edzdcsoportban. Mindemellett a kisérletes infarktus
kiterjedése is szignifikdnsan redukdlodott az edzést kovetden. Ezek a fokozott fizikai
aktivitassal 0sszefiiggd kardioprotekciora utald hatasok egyiitt jartak az iszkémia-reperfuziot
kovetden tapasztalt jelentésen csokkentebb koronaria flow MMP-2 aktivitassal.
Vizsgalatainkban elsdként mutattuk ki, hogy a hosszabb idejii mérsékelt intenzitasti aerob
jellegli testmozgas kardioprotektiv szerepében az MMP-2 aktivitas csokkenése is szerepet
jatszhat. Az MMP-2 csokkenést nem csak a szisztémas keringésben, hanem a provokalt
szivizom hipoxiat kovetd akut fazisban a koronaria flowban is leirtuk (Posa, Szabo et al. 2015).
Tovéabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy a MMP-2 aktivitds meghatarozo
koroki szerepet jatszik a szivizom sériilések sulyosbodédsédban vagy, hogy a ROS, gyulladasos
paraméterek ¢és egyéb komplex anyagcsere-valtozasok egyik fontos bioldgiai jelzdje-e.
Vizsgalatainkban megmeértiik az AVP altal kivaltott aortagylirli 6sszehuzodast és a bazalis
vérnyomast is. A 2,0 ug/ml AVP dozis kordbban a leghatékonyabbnak bizonyult a nemi
kiilonbségek kimutatasara, ezért jelen vizsgalatban ezt a kezelést alkalmaztuk (Posa, Kupai et
al. 2013). Az alapvérnyomasban, valamint az aorta kontrakcidjaban nem észleltiink kiilonbséget
kontroll és edz6 allatok kozott. Eredményeink Osszességében kedvezd kardiovaszkularis

adaptaciot mutattak az onkéntes edzést kovetden (Posa, Szabo et al. 2015).
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A testmozgas hatasa a HO enzimrendszerre magas triglicerid tartalmu diétan tartott

osztrogén-hianyos allatmodellben

Vizsgaltuk az elhizas, az antioxiddns/oxidans allapot és a gyulladdsos folyamatok
mogott meghuzodd mechanizmusokat, magas triglicerid diétan tartott ovariektomizalt
patkanyokon. Mig az Osztrogén védi a sejteket az oxidativ kéarosodéstol, és antioxidans
mechanizmusokat indukal, az 6sztrogén hidnya elsegiti a szuperoxid termelést. Az 6sztrogén
hidnya onmagaban ¢és elhizéassal tarsulva csokkenti a HO enzim aktivitasat €s expressziojat
(Posa, Szabo et al. 2015). Els6ként vizsgaltuk az elhizas, az antioxidans/oxidans allapot és a
gyulladdsos folyamatok hatterében meghuzddd patomechanizmusokat, magas triglicerid
tartalmu diétan tartott Gsztrogén hianyos patkdnyokon. Az 0sztrogén hianya onmagéaban ¢és
zsirdus diétaval/elhizassal tarsulva csokkenti a HO enzim aktivitasat és expresszigjat. A
zsirdiéta legkifejezettebben a kontroll allatokban csokkentette a HO aktivitdsokat, mig az
egyeébként is csokkent HO aktivitasu, Osztrogénhianyos allatokban a diéta csak kisebb
mértékben szupresszalta azt. A fizikai aktivitas pedig az ovariektomizalt allatokban a diétatol
fliggetleniil szinte teljes mértékben visszaallitotta a nem Osztrogénhianyos allatokban tapasztalt
HO aktivitast. Mi is igazoltuk, hogy a HO enzim aktivitasanak és expresszidjanak csokkenése
szorosan Osszefiigg a gyulladasos folyamatokkal, amelyet a zsirfelhalmozodas tovabb sulyosbit
(Varga, Veszelka et al. 2018). El6szor vizsgaltuk a MPO enzim aktivitas valtozasat
Osztrogénhianyos allapotban, illetve a HO aktivitds és a gyulladdsos paraméterek egyidejii
véltozasat Osztrogénhianyban, elhizadsban vagy egészségtelen diétdban. Eredményeink azt
mutatjak, hogy az 6sztrogén hiany szignifikansan néveli mind az IL-6, mind a TNF-a szintjét
a plazmaban. Ezenkiviil zsirdiisan taplalt 6sztrogén hianyos patkanyok mutatjak a legmagasabb
szintll gyulladasi marker koncentriciot. Vizsgalatainkban az Osztrogénhidny és a magas
zsirtartalma diéta jelentésen megndvelte a MPO enzim aktivitasat is mind aortdban, mind
szivszovetben. Ezzel egylitt a testmozgas normalizalta az aorta és a sziv HO enzim aktivitasat,
amit az Osztrogén hiany és a zsirdus diéta csokkentett. Testmozgas hatisara tovabba mind a
TNF-a, IL-6 szintjében és MPO aktivitdsban szignifikdns csokkenést figyeltiink meg.
Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy a menopauza bizonyos eldnytelen, a
kardiovaszkularis kockazatot emeld kovetkezményei rendszeres testmozgéssal jelentOsen
ellenstlyozhatok. Igy a rekreativ testmozgast és a megfeleld diétat joggal tekintjiik a felsorolt
anyagcserebetegségek fontos megeldzo €s kiegészitd kezelésének (Posa, Szabo et al. 2015),
amely minimalizalhatja az I/R sériiléseket (Szabo, Karacsonyi et al. 2018, Varga, Veszelka et
al. 2018).
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A testmozgas hatasa 2-es tipusu cukorbetegség (GK) allatmodellben

Megallapitottuk, hogy az ex vivo I/R sériilést megel6z6 6 hetes rekreacios testedzés
mérsékelte a miokardidlis infarktus méretét diabéteszes Goto-Kakizaki patkdnymodellben. A
mozgas megnodvekedett sziv- és aorta cNOS aktivitast okozott, valamint novelte a sziv HO
aktivitasat. Ezen tulmenden javultak a metabolikus paraméterek, mint példaul a plazma leptin
¢s vércukor koncentracidja. Tudomasunk szerint ez az elsd olyan vizsgalat, amelyben
kardioprotekcio volt kimutathatd 6 hét fizikai aktivitast kovetden cukorbeteg allatmodellben
(Kupai, Szabo et al. 2015). A Goto-Kakizaki egy fokozottan inzulin rezisztens beltenyésztett
torzs, amelyeknél spontan 2-es tipusu cukorbetegség alakul ki az életkor els6 néhany hetében.
Hat fliggetlen genetikai 16kusz felelds a gliikoz- és inzulinanyagcsere hibaiért ezekben a
patkdnyokban, igy a spontdn 2-es tipusi diabetes mellitus egyik legjobban jellemzett
allatmodellje. Jelen vizsgalatban az éhomi vércukorszint szignifikansan magasabb volt a GK
patkanyoknal, mint egy egészséges allatnal. A 2-es tipusi cukorbetegség egy komplex
endokrin/metabolikus betegség, szamos kapcsolodd szovodménnyel, koztik mikro- és
makrovaszkularis problémaékkal. Ezt altaldban a hiperglikémia és az oxidativ stressz
¢rrendszerre  gyakorolt kéaros hatdsainak tulajdonitjdk. A magas gliikdzkoncentracio
kovetkezményeként endotélsejt diszfunkcio alakul ki. Az endotélsejtek diszfunkcidjat a
kovetkezOk jellemzik: a csokkent endotél-fliggd vazorelaxacid, karosodott fibrinolitikus
képesség, novekedési faktorok tultermelddése, adhézids molekuldk és gyulladidsos gének
fokozott expresszidja, a ROS tulzott termelddése, fokozott oxidativ stressz €és a sejtréteg
fokozott permeabilitasa. Vizsgalatunk azt mutatta, hogy 6 hetes futas a ¢cNOS aktivitas up-
regulaciojat indukalta és fokozott endotélfiiggd vasorelaxaciot okoz GK modellben. Steensberg
¢s munkatarsai megallapitottdk, hogy a NOS gatlasa jelentésen csokkentette a HO-1 mRNS
edzésindukalt expresszigjat human vazizomzatban, és az NO-donor nitroglicerin infuzidja
fokozta a NOS blokkoloval elnyomott HO-1 mRNS expresszidjat (Steensberg, Keller et al.
2007). Ez azt sugallja, hogy a NO egy proximalis jel, amely jelentds mértékben szabalyozza az
edzés altal kivaltott HO-1 mRNS expressziét huméan vazizomzatban. Igy az edzés altal indukalt
NO a HO potencidlis induktora lehet. Feltételezziik, hogy a rendszeres testmozgas
prekondiciondl6 stimulus lehet, amely aktivalja a cNOS/HO rendszert. Ezek az eredmények
ravilagitanak a cNOS/HO kolcsonhatas fontos szerepére 2-es tipust diabetes mellitus

kardiovaszkularis kovetkezményeiben.
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A testmozgas hatasa miokardialis infarktust kovetoen dsztrogén-hianyos allatmodellben

Egy masik kisérleti modellinkben az Osztrogénhianyt triptorelin adasaval, a
miokardidlis  sériilést pedig ISO injekcid alkalmazéasaval indukaltuk. Tulélo
patkanymodelliinkben az ISO szubkutdn beadasa szignifikansan ndvelte a szérum LDH,
mioglobin, GOT ¢és ALP szintjét, amely enzimek emelkedett koncentracidja a szivizom
karosodas diagnosztikus markere. 0,1 mg/kg ISO egyszeri beadasa 15,83%-0s infarktus méretet
okozott a kontroll 1SO kezelt allatokban, mig a farmakologiai ovariektomizalt ISO allatok
szivében 23,54% -os nekrotikus arany volt megfigyelhetd. Bebizonyosodott, hogy az 1SO
beadasa gyulladast okoz és aktivalja a ROS termeld rendszert. Vizsgalatainkban a patkanyok
onkéntes futé edzést végeztek 3 héttel a miokardidlis karosodast kovetden. Igazoltuk, hogy
ebben a kisérleti elrendezésben a kardioprotektiv hatast a HO enzimrendszer fokozott aktivitasa
¢s expresszidja is kdzvetiti mind kontroll, mind triptorelin kezelt dllatmodellben. Kutatasunkbol
kideriilt, hogy az ISO beadasa hosszu tavu hatast gyakorolt a sziv GSH tartalmara. Csokkent
GSH szintet eredményezett a kontroll és kiilondsen a farmakologiai ovarektomian atesett
allatokban. Hasonloan a HO enzimhez, a GSH ¢értékeket is novelte a fizikai aktivitas.
Vizsgalatunkban a triptorelin altal kivaltott 6sztrogénhidny okozta a legnagyobb gyulladasos
valaszt, melyet igazolt a TNF-a és MPO-aktivitas névekedése (Szabo, Borzsei et al. 2019).

A testmozgas protektiv hatasa a Kkardiovaszkularis rendszert érintd oOregedési

folyamatokban

molekularis utakat, és hozzajarulhat a CVDs kockazatanak csokkentéséhez. E célokkal
Osszhangban egy masik kisérleti elrendezésiinkben igazoltuk, hogy a 12 hetes testmozgas
protektiv szereppel bir az idds ndstény és him patkanyok korral jaré kardiovaszkularis
diszfunkcionalitasanak javitasaban. Kimutattuk, hogy a 12 hetes testmozgas protektiv szereppel
bir az 1d6s mind a ndstény ¢és a him patkdnyok korral jaré kardiovaszkularis
diszfunkcionalitasanak javitasaban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a rendszeres fizikai
aktivitas javitja a sziv funkcionalis paramétereit. Vizsgalatunkban a nyomon kdvetés ideje alatt
az 1dds him allatok szivfunkcidja jelentésebb mértékben romlott, mint a ndstényeké. Ezzel
egylitt a szisztolés €s diasztolés szivfunkcid javulasa és az infarktusos teriilet csokkentése az
1szkémias sériilést kdvetden szembetlindbb volt az idds him allatokban testedzés utan. Az

echokardiografias mérések eredményei szerint a nem fut6 tarsaikhoz képest a futd him ¢€s futo
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nostény allatokban mért bal kamrai EF és FS szignifikinsan megndtt. Ezenkiviil a futo
csoportok MAPSE értékei is szignifikdnsan megemelkedtek az iddsebb kontrollokhoz képest.
Ezek a paraméterek egylittesen jelentds javuldsra utalnak a bal kamra szisztolés funkciojaban
mind a him, mind a néstény patkanyoknal, akik edzettek. A Doppler képalkotasbol nyert adatok
azt mutatjdk, hogy a bal kamra diasztolés funkcidja szignifikdnsan javult futé him
patkanyokban, amit a megnovekedett E/A ardny (csokkent pitvari hulldmsebesség), a
normalizalt DecT ¢és az IVRT igazol. Mivel a hosszan tartdé DecT és IVRT a szivizom
a futd himcsoportban az edzéshez kapcsolodd diasztolés funkcid javuldsara utal. Ezek a
valtozasok nem voltak megfigyelhetéek a futdé ndstény csoportban az id6s6dé ndstény
kontrollokhoz képest; Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy az id6s6d6 ndstény patkanyok
diasztolés funkcidja viszonylag megdrzott volt. Emelkedett MPI értékeket talaltunk azonban az
1d6s6d6 ndstény csoportban, amit a testmozgas szignifikansan ellenstlyozott, jelezve az edzés
jotékony hatasat a globalis szivmiikodésre ebben az allatcsoportban is. Nemi kiilonbségeket
figyeltink meg a gének és fehérjék (Comt, Ogn, Pcp4, Esml) expresszidjaban iS a
szivizomszovetben dregedés és testmozgas hatasara. Megallapitottuk, hogy a kedvezd kardialis
valtozasokat a Comt és Ogn gének szivizomban mért expressziojanak csokkenése kisérte, mig

a Pcp4 expresszidja szignifikansan megnovekedett (Borzsei, Priksz et al. 2021).

Az Gszas hatasa a férfi reproduktiv rendszerre

Egy masik kisérleti elrendezésiink a mozgas androldgiai értelkemben vett protektiv
hatdsara iranyultak. Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az ISO-indukalt oxidativ stressz
heregyulladést, a hormonalis egyensuly felborulasat, alacsony tesztoszteron koncentraciot, a
herékben 1évo antioxidans kapacitds karosoddsat és az érett/éretlen spermiumok ardnyanak
csOkkenését okozza. Ezek a karos valtozasok Osszefiiggésbe hozhatok a férfi medddséggel. Az
oxidativ stressznek a férfi reproduktiv rendszerre gyakorolt negativ hatdsaira vonatkozd
eredményeink Osszhangban vannak szdmos olyan vizsgalattal, amelyek szerint az oxidativ
stressz herediszfunkcidt okoz. Ezek a tanulmanyok arra is utalnak, hogy az oxidativ stressz
DNS kérosodassal és rendellenes spermatermeléssel jar egyiitt, ami a csokkent férfi
termékenység novekvo gyakorisdgat magyarazza. Patkany modelliinkben mind a herében, mind
az ISO -al kezelt allatok onddjéban szignifikansan alacsonyabb GSH szintet talaltunk, ami arra

utal, hogy az ISO altal kivaltott herekarosodas tonkretette a szovet antioxidans védelmét. Ez a
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csokkent here GSH szint szerepet jatszhat a tesztoszteron bioszintézisének karosoddsaban az
ISO kezelést kovetden. Az oxidativ stressz gyulladast general — ezt mutatja az emelkedett MPO,
a TNF-a ¢és az IL-6 szint - ami szintén hozzajarulhat a tesztoszteron koncentracid
csokkenéséhez ¢és az érett spermiumok csokkent aranyahoz, ami medddséghez vezet. Patkany
modelliinkben azonban az ISO negativ hatasait mérsékelni tudtuk testmozgassal (Gszas). Jelen
vizsgalatban mérsékelt intenzitdsu pre- és/vagy post uszds, ISO altal kivaltott fokozdodd
gyulladésos valaszra kifejtett hatasaira kerestiik a valaszt. Figyelemre méltd, hogy mas tipusa
fizikai tevékenységekkel (pl. futas) Osszehasonlitva az Gszas eldnye, hogy minimalizélja a
herehdmérséklet emelkedést, amelyrdl ismert, hogy karos hatassal van a spermiumokra. Ezek
az eredményeink azt mutatjak, hogy akar a kezelés eldtti, akar a kezelés utani iszas Gnmagaban
is hatékony az ISO negativ hatasainak enyhitésében. A legjobb hatas azonban a kombinalt Giszés
soran mutatkozott, ami azt jelzi, hogy a mérsékelt fizikai aktivitds (uszas) erds potenciallal
rendelkezik az ISO altal kivaltott gyulladasra és antioxidans kapacitas eltolodas javitasara

(Osvath, Szucs et al. 2022).

Az iszkémias prekondicionalas kardiovaszkularis protektiv hatasa malac modellben

Malacmodelliinkben az iszkémids prekondiciondlds NOS kozvetitette védd hatasat
igazoltuk. Az iszkémias prekondiciondlasnak szerepe van a koszoruér-atjarhatdosadg jobb
fenntartasaban a ¢cNOS medidldsan keresztiil. Tovabba eredményeink Osszhangban vannak
azokkal a klinikai eredményekkel is, amelyek szerint a magasabb szérum MPO-szintli
betegeknél nagyobb a kardiovaszkularis események, a reperfizio utani szivmiikodési zavarok
¢és a kedvezOtlen kamrai remodelling kockazata. Az iszkémias prekondicionélds gyengitette a
MPO felszabadulasat, ezaltal gatolja a trombocita aktivaciot. A csokkent cNOS aktivitas
kozvetlen hozzajarul a neutrofil infiltracidé novekedéséhez, ami az aktivalt leukocitdk, a
vérlemezkék ¢és a NOS aktivitas kozotti kolcsonds kolcsonhatasra utal. Az anterograd
véraramlas helyredllitdsa utan a szivizom kérosodasa és az dramlas hidnya 4ll fenn. A magas
MPV eldrejelzéje a reperfuzios karosodasnak. Az MPV szignifikans ndvekedését mértiik az
infarktusos nem prekondicionalt csoportban, mikézben az MPV 6nmagaban mérsékelten
emelkedett az ismétl6dé iszkémia miatt. Az MPO szint és a mikrovaszkularis atjarhatosag vagy
a szoveti cNOS aktivitds molekuldris mutatoi kozotti szignifikans korrelacidk arra utalnak,
hogy a ¢cNOS prevencioés mediator szerepe van a leukocita-trombocita kolcsonhatas okozta

mikrovaszkularis obstrukcidban. Az iszkémias prekondicionalds gyengitette a trombocita és
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leukocita aktivaciot ¢s az MPO felszabaduldsat, ezaltal valdsziniileg hozzajarul az ér

atjarhatosaganak fenntartasahoz mikrovaszkularis szinten (Posa, Pavo et al. 2010).

A paclitaxel hatasossaga gyogyszerkibocsatoé ballon alkalmazasakor malac modellben

Malacmodellben emellett vizsgaltuk az artérias szovetben lokalisan alkalmazott
paclitaxel azonnali biohasznosuldsanak biztonsagossagat ¢és hatékonysagat. Kimutattuk a
paclitaxel eloszlasat, valamint a gyoégyszer fiiggéleges behatoldsat a szdvetbe 2 mm-es
mélységig; ami alapjan hatékony gyogyszerkoncentracio érhetd el egy vastag
akar 20-szor magasabb szoveti koncentraciot eredményezett, mint az 1. generaciés (Posa,

Hemetsberger et al. 2008), ami optimalisabb szoveti koncentracié a simaizomsejtek

crcr

crer

tovabbi ndvekedést mutatott a szoveti gyogyszerkoncentracidban €s 1 perces felfijasi id6 utan
a hatdéanyag bekertilt a keringésbe. A ballon 30 masodperces felfijasi ideje kevesebb artérias
sériilést okoz és a betegek jobban toleralhatjak klinikai helyzetben. Vizsgalatunk azt is
bizonyitja, hogy a paclitaxel érfalon torténd rovid expozicidjanak hatdsossaga a
sériilésmodellben szignifikansan kisebb neointimalis hiperplaziaval jar, mint a hagyomanyos

ballon esetében (Posa, Nyolczas et al. 2010).
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Kovetkeztetések

1. A him allatokhoz képest a néstény patkdnyokban a HO enzimrendszer expresszidja és
aktivitdisa emelkedett. A magasabb HO aktivitas ndstényekben alacsonyabb
vérnyomast, kisebb foku indukalt aorta-6sszehuzodast, csokkentebb ST-depressziot,
valamint mérsékeltebb vazopresszin altal kivaltott vérnyoméas-emelkedést és
szivperfuzio csokkenést okozott. A HO aktivitas specifikus gatlasa megakadalyozza a
fokozott kardioprotekciora utald jelenségek kialakuldsat pre-menopauzaban 1évo
nostényekben, illetve sulyosbitja a himekben. Humén vizsgalatok sziikségesek annak
igazolasara, hogy a HO enzimrendszer allatkisérletben altalunk igazolt miikodésében
kimutatott nemi kiilonbségek szerepet jatszhatnak-e a ndi nemben megfigyelhetd

csokkentebb kardiovaszkularis kockazatban.

2. Az 6sztrogén hidnya ¢€s az id6s kor, ndstény patkdnyokban csokkenti HO expressziojat
¢s aktivitasat, ezzel egyiitt novekszik az I[L-6, TNF-a szintje, valamint a MPO aktivitasa,
illetve fokozodik a sziv iszkémidval szembeni érzékenysége. A HO aktivitas gatlasa
Osztrogén hidnyos ¢és idds ndstény patkanyokban tovabb noveli az iszkémiara vald
hajlamot. Vizsgalataink alapjan lehetséges, hogy az 6sztrogén hidnnyal, valamint az
oregedeéssel jard fokozott kardiovaszkularis kockdzatban a HO rendszer csokkend

aktivitasa is szerepet jatszik.

3. A hosszabb idejii mérsékelt intenzitasti aerob jellegli testmozgas kardioprotektiv
szerepében (szivperfuzid, infarktus méret relativ megtartottsaga) a szisztémas MMP-2
aktivitas csokkenése és az iszkémia-reperfuziot kovetGen tapasztalt koronaria
perfuzdtum MMP-2 aktivitds redukcidja is szerepet jatszhat him patkanyokban.
Perspektivikusak lehetnek tovabbi vizsgalatok annak eldontésére, hogy a MMP-2
aktivitas koroki szerepet jatszik a szivizom sériilések sulyosbodasdban vagy, hogy a
ROS, gyulladasos paraméterek és egyéb komplex anyagcsere-valtozasok egyik fontos

biologiai jelzdje-e.

4. Az Osztrogén hidnya Onmagiban és zsirdis diétaval/elhizassal tarsulva fokozott
mértékben csokkenti a HO enzim aktivitasat és expresszidjat ndstény patkanyban. A
zsirdiéta legkifejezettebben a kontroll allatokban csokkentette a HO aktivitdsokat. A

fizikai aktivitas pedig az ovariektomizalt allatokban a diétatol fliggetleniil szinte teljes
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mértékben visszaallitotta a nem 6sztrogénhidnyos allatokban tapasztalt HO aktivitast.
Az Osztrogén hiany szignifikansan ndveli mind az IL-6, mind a TNF-a szintjét a
plazmaban. Ezenkiviil zsirdisan téplalt Osztrogén hidnyos patkdnyok mutatjdk a
legmagasabb szintli gyulladdsi marker koncentraciot. Vizsgalatainkban az
Osztrogénhiany €s a magas zsirtartalma diéta jelentdsen megnovelte a MPO enzim
aktivitdsat is mind aortdban, mind szivszovetben. Ezzel szemben a testmozgés
normalizalta az aorta és a sziv HO enzim aktivitasat €s csokkentette a plazma TNF-a, és
testmozgas  kardiovaszkularis  kockazatot  csokkentd,  anti-inflammatorikus

mechanizmusait igazoljak.

Megallapitottuk, hogy az ex vivo I/R sériilést megel6z6 6 hetes rekreacios testedzés
mérsékelte a miokardialis infarktus méretét 2-es tipus diabéteszes Goto-Kakizaki
patkdnymodellben. A mozgas megnovekedett sziv- és aorta ctNOS aktivitast okozott,
valamint novelte a sziv HO aktivitasat. Ezen tilmenden javultak a metabolikus

paraméterek, mint példaul a plazma leptin és a vércukor koncentracioja.

Az ISO kovetkezményeként kialakult miokardialis karosodast kovetden a testmozgas
kardioprotektiv hatdsait részben a HO enzimrendszer fokozott aktivitasa és expresszidja
is kozvetiti mind kontroll, mind farmakoldgiai ovariektoémidn atesett, 6sztrogén hianyos
ndstény patkdnymodellben. Hasonléan a HO enzimhez, a GSH értékeket is novelte a
fizikai aktivitas. A 6 hét rekredcios testmozgas gyulladascsokkentd hatasu, csokkentette
az MPO aktivitasat ¢s a TNF-a koncentraciojat, javitotta a sziv antioxidans és
gyulladasos allapotat is. A testmozgds védohatasaban szerepet jatszd lehetséges
mechanizmusok magukban foglaljak a HO enzim aktivitdsdnak és expressziojanak,
valamint a GSH szintjének novekedését, amely hozzdjarul a gyulladésos valasz

csokkenéséhez.

Rendszeres fizikai aktivitas hianydban a him patkdnyok szivfunkcidja jelentdsebb
mértékben romlott a ndstényekhez viszonyitva. A szisztolés és diasztolés szivfunkcio
javulasa szembetlindbb volt az 1dés him allatokban edzés utdn az infarktusos teriilet
méretének vonatkozasdban az iszkémias sériilésnek kitett szivekben. Ezeket a kedvezd
valtozasokat a Comt €s Ogn gének expresszidjanak csokkenése és Pcp4 expresszioja

nodvekedése kisérte a szivizomban.
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8.

10.

Az IS0 injekci6 csokkentette az antioxidans GSH termelését és indukalta az MPO-IL6-
TNF-a gyullad4sos Utvonalat a herékben ¢és az onddban, ami stressz altal kivaltott
herekarosodashoz vezetett. Ez az els6 bizonyiték arra, hogy a mérsékelt intenzitasu
fizikai aktivitds (Uszéas) hatékonyan enyhitheti az ISO altal kivaltott gyulladast és
novelheti az antioxidans védelmet a férfi reproduktiv rendszerben, igy preventiv és/vagy
terapias stratégiaként hasznalhaté a kéaros kovetkezmények, példaul az oxidativ
szovetkarosodas, a gyulladasos folyamatok, a csdkkent tesztoszteron bioszintézis €s a

kedvezotlen érett/éretlen sperma arany ellensulyozasara.

Az iszkémidas prekondicionalast kovetd kardioprotekciot a cNOS aktivitds novekedése
is kozvetiti, ami javul6 koszoraér perfuzidval jar. Eredményeink 6sszhangban vannak
azokkal a klinikai eredményekkel is, amelyek szerint a magasabb szérum MPO-szintli
betegeknél nagyobb a kardiovaszkularis események, a reperfizid utani szivmiikddési

zavarok ¢és a kedvezotlen kamrai remodelling kockazata.

A 30 maésodperces ballonfelfujasi/expozicidos idé bizonyult optimdalisnak a DIOR
bevonattechnologias paclitaxelt tartalmazo korondria tagitoé ballon alkalmazéasanal. Ez
1d6 alatt sikertilt hatékony szoveti paclitaxel koncentraciot elérni, és ezzel egyidejlileg
a gyogyszer szisztémas keringésbe torténd bejutdsa minimalis maradt. Rovidebb
expozicios 1d6 elégtelen lokalis hatdst eredményezett, mig hosszabb i1dd jelentds
szisztémas expozicioval jart. Vizsgalatunk allatmodellben elsdként igazolta az ijonnan

kifejlesztett DEB biztonsagossagat és haté¢konysagat.
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