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Kutatasaink el részében a cukorbetegség 1l-es (sztreptozotocindakalt) és 2-es
(genetikailag determinalt, Zucker Diabetic Fattytkdayok) tipusanak patkanymodelljeit
allitottuk be a laboratériumban. Elvégeztik a éestt kardidlis funkciondlis vizsgalatokat a
beszerzett specialis nyomas-konduktancia mikrokatéegitségével, és részletes jellemzeést
adtunk a szisztolés és diasztolésadessl mindkét patkanymodellben. Az allatoktdl nyert veér
és vizeletmintdkbol biokémiai és ELISA mddszerekkel cukorbetegségre, nitro-oxidativ
stresszre ill. a cGMP-jelatvitel aktivaltsdgaralgeizs paramétereket hataroztunk meg. A
miokardialis gén- ill. fehérjeexpressziét gqRT-PCIR Western blot és immunhisztokémiai
technikakkal kovettik nyomon, kilénos tekintettelmgokardium-hipertréfia, a profibrotikus
folyamatok, a nitro-oxidativ stressz és az apoptgaiemz markereinek vizsgalatardind a
kardidlis diszfunkcié, mind az annak hatterében alb szoveti, sejt- és molekularis szifit
koros véltozasok tekintetében részletes 0Osszehadaml jellemzést adtunk a két

cukorbetegség-tipushoz tarsulé kardiomiopathia paté&nymodelljeirél.

A tervezett experimentélis kezelések (foszfodigazt® gatlas, szolubilis guanilat-ciklaz
aktivacid) hataséarol, azok hatdsos doézisérol imovkorilmények kozt végzett vaszkularis

funkcionalis kisérletekben tajékozodtunk.

Ezt koveben az 1l-es és 2-es tipusu diabetes mellitus lmttldls részletesen jellemzett
patkanymodelljeiben az in vivo gyogyszeres fos#edieraz-5 (PDE-5)-gatlas (vardenafil thev
gyogyszerrel), illetve szolubilis guanilat-ciklagGC) aktivalas (cinaciguat né\gyogyszerrel)

kardialis hatasait vizsgaltuk meg. A kezelési pkotlmkat koveten a kontroll és kezelt



allatcsoportokban balkamrai nyomas-térfogat arsdlizégeztiink, melynek segitségével nagy
erzékenységgel és részletességgel tudtuk felmérkiezelések hatasait a hemodinamikai
viszonyokra, a szivikodés minden aspektusara (szisztolés funkcid, &ktilitds, kamrai
falmerevség, aktiv relaxacidé, mechanoenergetika). &latoktol nyert vérmintdkbol ELISA
modszerrel a cGMP-jelatvitel aktivaltsagara jellénparamétereket vizsgaltunk. A funkcionalis
valtozasok hatterében meghuzodo szoéveti, sejt- éslekmaris szini valtozasokat
immunhisztokémiai, Western blot ill. gRT-PCR tedtékkal kdvettiik nyomon.

Eredményeink a cGMP-jelatvitel gydgyszeres fokozasak protektiv hatasat jelzik mind 1-

es, mind 2-es tipusu cukorbetegséghez tarsul6 didbses kardiomyopathiaban.

Kutatasaink eredményeifid idézhet kongresszusi absztrakt és 7 eredeti kozlemény
forméjaban publikaltuk (a nemzetkdzi publikacidlsZssitett impakt faktord5,850. Tovabbil
kézlemény biralat alatt all egy nemzetk6zi szakfolyoiratndl, masik nemzetkozi kbzlemény

elkészitése pedig folyamatbaman.

Az eredmények részletes ismertetése:

1. Az 1-es és 2-es tipusu cukorbetegséghez tarskéydiomiopathia patkanymodelljeinek
beallitasa és dsszehasonlito jellemzése

Az 1-es tipusl cukorbetegséget patkanyainkban @tkgg/sztreptozotocin egyszeri ip.
injekciojaval valtottuk ki, a kontrollcsoport pldmat kapott. 72 6ra mulva farokvénabol
veércukorméreést vegeztink és a 15mM feletti véroakéket mutatd allatokat soroltuk a
cukorbeteg csoportokba. A modell beallitasa sikera@s, a sztreptozotocinnal oltott allatok
>90%-anal kialakult a cukorbetegség, melynek 8 Hemnallasa utan reprodukéalhato,
szignifikans kardialis diszfunkciot igazoltunk (eakor: diab. 26,1+0,9 vs. ko. 6,5+0,2mM).
Zucker Diabetic Fatty (ZDF) patkanyainkban spesidiéta (Purina 5008) mellett elhizas és
(genetikailag determinalt 2-es tipust) cukorbetggséakult ki. Allatainkban 30-35 hetes
életkorban jellegzetes kardialis diszfunkciot ésiak (vércukor: diab. 26,0+2,1 vs ko.
6,3+0,3mM).

Kardialis funkcionalis vizsgalatok:




A szivmikoddés vizsgalatara a rendkivil érzékeny és részjelemzést ado balkamrai nyomas-
térfogat (P-V) analizis moddszerét alkalmaztuk a zeett nyomas-konduktancia
mikrokatéterrel. Mind 1-es, mind 2-es tipusu cuktelgségben szignifikans, jol reprodukalhatd
kardialis diszfunkciot mutattunk ki, melynek karatisztikaja eltés volt a két modellben. 1-es
tipusu cukorbetegekben a szisztolés funkcio (efekfrakcio: diab. 58,1+2,5 vs ko. 70,4+2,5%,
p<0,05), kardialis kontraktilitas (preload recrbita stroke work: diab. 49,5+3,3 vs. ko.
83,04£5,5Hgmm, p<0,05) és az aktiv relaxacié (midisndP/dt: diab. -3883+132 vs. ko. -6135
+363Hgmm/ul, p<0,05) sulyos karosodasa domindly Baes tipusu cukorbeteg patkanyokban
ezek meérsekelt romlasa mellett a kamrai falmereyséants fokozdédasa volt kimutathato
(végdiasztolées nyomas-térfogat oOsszefliggés merégeks diab. 0,053+0,004 vs. ko
0,020+0,004Hgmm/pul, p<0,05).

Biokémiai, szdvettani €s molekularis bioldgiai \Gatok:

Cukorbeteg allatokban emelkedett vér- és vizel&titiszintek, €s tendencialisan alacsonyabb
plazma cGMP-tartalom volt kimutathatd. A szovettdeldolgozas soran mindkét tipusu
cukorbeteg szivizommintakban miokardium-hipertréfiageneracié és fibrotikus remodellacio
igazolddott. A miozin nehéz lancok alfa-izoforma&rexpressziodja szignifikansan csokkent, a
béta-izoformajaé pedig tobbszérosére emelkedettesgpiot mutatott, mely az 1-es modellben
volt markansabb. A DNS-karosodas (TUNEL-pozitivdhkamiocitak: diab. 56+3 vs ko. 17+3%,
p<0,05) és a nitro-oxidativ stressz mértéke (nivain immunhisztokémiai score: diab. 9,5+0,5
vs ko 3,9+0,6, p<0,05), a c-fos és c-jun markerskaéproapoptotikus kaszpaz-12 fokozott
expresszidja valamint az eNOS csokkenése 1-esutipuisorbetegségben volt kifejezettebb. A
TGF{1 és az ANF expressziojanak ndvekedése (relatiresgpio: diab. 2,0+0,3 vs ko. 0,6+0,2,
p<0,05) viszont jeledsebb volt 2-es tipusl cukorbetegség esetén. A bategség két
tipusdban igazolt elt@r karakterisztikaja strukturdlis és molekularis wvafisok ol

magyarazhatjak a leirt funkcionalis kilonbségekeattanodell kozt.

2. A cGMP-jeléatvitelt fokoz6 experimentélis kezelésk (foszfodiészterdz-5 gatlas, szolubilis

guanilat-ciklaz aktivalas) vaszkularis hatdsainak izsgalata oxidativ stresszben

In vitro vaszkularis funkciondlis kisérletekben kgatyaink mellkasi aortagyiiit vizsgaltuk két

in vivo relevanciaval biré reaktiv oxidanssal, Hilmoittal ill. peroxinitrittel indukalt nitro-

oxidativ stressz jelenlétében. Acetilkoninnal kio&l endothélfigy és natrium-
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nitroprussziddal  kivaltott nem-endothélfifgg vazorelaxaciés vazomotor valaszokat
regisztraltunk. A cGMP-jelatvitel fokozasa céljabélkalmazott foszfodiészteraz-5 (PDE-5)
gatld kezelés (vardenafil) dézisfitggndédon, eredményesen javitotta az endothélfunkciét
(maximalis relaxacio acetilkolinra: hipoklorit: &#3,0% vs. 30ug/ttkg vardenafil + hipoklorit:
82,1+2,7%, p<0,05; ill. vs. 300ug/ttkg vardenafihipoklorit: 93,4+1,0%, p<0,05). A szolubilis
guanilat-ciklaz aktivator kezelés (cinaciguat) katéyan ebzte meg az endothélfunkcio
romladsat (maximalis relaxacid acetilkolinra: cirga@t+peroxinitrit 67.1+3.5 vs peroxinitrit
44.51£5.9%, p<0,05) és mérsékelte a nitro-oxiddtiesszt.

3. A cGMP-jelatvitelt fokoz6 experimentalis kezelésk (foszfodiészteraz-5 gatlas, szolubilis
guanilat-ciklaz aktivalas) hatasainak vizsgalata dibeteses mellitusban
A foszfodiészteraz-5 gatlé vardenafil akut hatasaiszivniikbdésre 1-es tipusu diabetes

mellitusban

Sztreptozotocinnal indukalt 1-es tipusu cukorbgtatkanyok sziviitkbdéseét vizsgaltuk in vivo
balkamrai nyomas-térfogat analizis segitségévgihalgzetben, majd 30ug/ttkg vardenafil iv.
beadasa utan. A kiindulasi értékekhez képest ar RRIE-5-gatlas utan alacsonyabb artérias
k6zépnyomast (12414 vs. 111+4Hgmm), novekedett ridtititast (dP/dtax 6657+348 vs.
8278+556Hgmm/s) és jobb relaxaciot (relaxaciGskahstans, Tau: 13,6+£0,4 vs. 11,6+0,6ms)
észleltiink cukorbeteg allatokban. Eredményeink dEgelatvitel fokozasanak kedvézakut
kardialis hatasaira utalnak.

A foszfodiészteraz-5 gatldé vardenafil kronikus kaweiszkularis hatasai 2-es tipusu diabetes

mellitusban
Kezelés: ZDF lean kontroll és ZDF 2-es tipusu cukorbetegkdrayokat 7 hetes életkortol
kezdbdéen 25 héten &t kezeltink placebdval (Ko-Ko, Diab-Kith. po. 10mg/ttkg/nap
vardenafillal (Ko-Vard, Diab-Vard).
Hemodinamika: A kezelést kovéien a szivrikodés vizsgalatara a rendkivil érzékeny és
részletes jellemzést add balkamrai nyomas-térfegatizis modszerét alkalmaztuk nyomas-
konduktancia mikrokatéterrel. A kezeletlen cukoegetallatokban szignifikans kardialis
diszfunkciot igazoltunk. Varakozasainkkal 6sszhamgbl$sorban a diasztolés funkcié romlasa
allt elsterben: a kamrai falmerevségtn(balkamrai végdiasztolés nyomas-térfogat 0sgefa
meredeksége, EDPVR: 0,077+0,002 Diab-Ko vs. 0,048#gmm/ul Ko-Ko, p<0,05), az aktiv
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relaxacié romlott (relaxacios étonstans, Tau: 9,1+0,3 Diab-Ko vs. 8,2+0,1ms Ko-g«0,05);
a kamrai kontraktilitas csokkértendenciat mutatott (végszisztolés elasztancia,1E90+0,16
Diab-Ko vs. 2,49+0,18Hgmm/ul Ko-Ko, n.s.). A balnkea mechanoenergetikai paraméterei
szignifikAnsan gyengébbek voltak cukorbeteg allaok (kamrarikddés hatasfoka, Eff:
70,6£2,5 Diab-Ko vs. 79,81£0,8% Ko-Ko). A 25 hetd3H?5 gatld kezelés hatékonyan védte ki a
szivmikodés romlasat 2-es tipusu DM-ban (EDPVR: 0,06 36Kymm/ul; Tau: 8,6+0,3ms;
Eff: 74,5+2,8% Diab-Vard, mindharom paraméter as¢i€0,05 vs. Diab-Ko), mig egészséges
allatokban nem volt szamotig@hatésa.
Biokémiai, molekularis biologiai mérések:ZDF cukorbeteg patkanyokban emelkedett vér- és
vizeletglikéz szintek voltak kimutathatok, melyre kednikus vardenafil-kezelés nem volt
hatassal. A szoOvettani feldolgozas soran a diaéetedlatok szivizommintaiban markans
miokardium-hipertrofia (tibiahosszra normalizaltlagbs kardiomiocita &atmér CD/TL:
3,530,022 Diab-Ko vs. 3,09+£0,02um/cm Ko-Ko, p<0,@&s) jelenis fibrotikus remodellacié
(Masson’s trichrome score: 1,05+£0,09 Diab-Ko v87&0,13 Ko-Ko, p<0,05) igazolédott. gRT-
PCR technikaval vizsgalva a diasztolés szivelégsélget jelé pitvari natriuretikus faktor
(ANF) miokardiadlis expresszidja szignifikansan meajzb volt kezeletlen ZDF cukorbeteg
allatokban (3,04+0,26 Diab-Ko) az egészséges kitmbo (0,92+0,17 Ko-Ko) képest. A
patholégias miokardium-hipertrofiara jelleen megvaltozott a miozin nehéz-lanc (MHC)
izoformak expresszidja (B-MH&MHC: 6,05+1,07 Diab-Ko vs. 0,931+0,13 Ko-Ko, p<B)(a
szivizomban, mely a fotalis génprogram reaktivaeejutal.
A vardenafil-kezelés hatasara ZDF cukorbeteg &lmao jelenfsen magasabb plazma cGMP-
szinteket (52,0+5,5 Diab-Vard vs. 23,2+3,2pmol/mial®Ko, p<0,05), kisebb mérték
miokardium-hipertrofiat (CD/TL: 3,15£0,02um/cm, péB vs. Diab-Ko) és fibrotikus atépulést
(Masson’s trichrome score: 0,59+0,08, p<0,05 vsabEKo) észleltiink, valamint az ANF
expresszio (1,39+0,21, p<0,05 vs. Diab-Ko) norn#fidasat figyeltik meg. Egészséges
allatokban a kezelésnek nem volt szamdittdvatasa a vizsgalt biokémiai és molekularis
paraméterekre.
In vitro vaszkularis funkciondlis meéréseRatkanyaink mellkasi aorta@gtinek vazomotor
mukodéseét vizsgaltuk in vitro miografos modszerretefkolinnal kivaltott, endothélflidy és
natrium-nitroprussziddal kivaltott nem-endothélféiggazorelaxaciés valaszokat regisztraltunk.
ZDF cukorbeteg patkanyokban szignifikans endothegldéiszfunkcié volt megfigyelhét melyet
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az actilkolin koncentracio-hatas gorbéjéenek joltbtadasa jelzett (pp 7,20+0,07 Diab-Ko vs.
7,6310,08 Ko-Ko, p<0,05). Az alkalmazott PDE-5 g&ekzelés (vardenafil) hatékonyan védte ki
az endothélfunkcié karosodasat gdzetilkolinra: 7,45+0,03 Diab-Vard, p<0,05 vs. Didb).

A nétrium-nitroprussziddal kivaltott nem-endothéifi vazorelaxacié nem mutatott eltérést.

A foszfodiészteraz-5 gatldé vardenafil hatasai 1Hmsst cukorbeteqg patkanyok vedtwmdésére

Egészséges kontroll és sztreptozotocinnal indukak tipusa cukorbeteg patkanyokat 8 héten at
vardenafillal kezeltink. A PDE-5 gatlé kezelés kexdv kardiovaszkularis hatasai mellett a
diabeteses rendlis kdrosodasok tekintetében isktrothatasokat figyeltiink meg a vardenafillal
kezelt cukorbeteg allatokban. A podocytdk cGMPalarte novekedett, cstkkent a renalis
oxidativ stressz és enyhlt a proteinuria.

A szolubilis guanilat-ciklaz aktivator cinaciquairkliovaszkuléris hatadsai 1-es tipusi DM-ban

KezelésEgészséges kontroll és sztreptozotocinnal indukeék tipusu cukorbeteg patkanyokat 8
héten at kezeltiink placeboval (Ko-Ko, Diab-Ko) pb. 10mg/ttkg/nap cinaciguattal (Ko-Cin,
Diab-Cin).
Hemodinamika: A kezelést kovéien a szivikodés vizsgalatara a rendkivil érzékeny és
részletes jellemzést add balkamrai nyomas-térfegeatizis modszerét alkalmaztuk nyomas-
konduktancia mikrokatéterrel. A kezeletlen cukoégetallatokban szignifikans kardialis
diszfunkciot igazoltunk: a kamrai kontraktilitas 6kkent (végszisztolés elasztanciaes E
0,7240,10 Diab-Ko vs. 1,82+0,13Hgmm/ul Ko-Ko, p<®),0 az aktiv relaxaci6 romlott
(relaxacios idkonstans, Tau: 17,3+0,8 Diab-Ko vs. 10,3+0,3ms Kn-K<0,05), a kamrai
falmerevség éit (balkamrai végdiasztolés nyomas, LVEDP: 9,44Di&@b-Ko vs. 7,0+0,6Hgmm
Ko-Ko, p<0,05). A 8 hetes sGC-aktivalo kezelés kagan védte ki a szivilkodés romlasat 1-
es tipusu DM-ban E 1,20+0,15Hgmm/ul; Tau: 14,9+0,6ms; LVEDP: 7,348gnm Diab-
Cin, mindharom paraméter esetén p<0,05 vs. Diah-Koy egészséges allatokban nem volt
szamotte¥ hatasa.
Biokémiai, molekularis biologiai méréselk cukorbeteg patkdnyokban emelkedett vér- és
vizeletglikéz szintek voltak kimutathaték, melyrecmaciguat-kezelés nem volt hatassal. A
szovettani feldolgozas sordn a diabeteses allatdkizemmintdiban miokardium-hipertroéfia,
degeneracio, jelets DNS-fragmentacid/apoptdzis (TUNEL-score: 1,0480,Diab-Ko vs.
0,24+0,02 Ko-Ko, p<0,05) és jeldst fibrotikus remodellacié (Masson’s trichrome score
1,79+0,12 Diab-Ko vs. 0,45+0,04 Ko-Ko, p<0,05) igEmott. Immunhisztokémiai és Western
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blot mdédszerekkel a profibrotikus mediator TGFngenek jelenis emelkedését észleltik a
Diab-Ko csoportban (relativ fehérjeexpresszio: 30085 Diab-Ko vs. 0,78+0,21 Ko-Ko,
p<0,05). gRT-PCR technikdval vizsgalva a matrixatieproteindz-9 (MMP-9), a pitvari
natriuretikus faktor (ANF) és a 6bokk-protein 70 (HSP70) miokardialis expresszidja
szignifikhnsan magasabb volt kezeletlen cukorbébiedgokban az egészséges kontrollhoz képest.
A cinaciguat-kezelés hatasara jetes@n magasabb szdveti €s vérplazma cGMP-szintekehlk
mértéki TUNEL-pozitivitdst (TUNEL score: 0,48+0,09, p<0,0&. Diab-Ko) és fibrotikus
atépulést (Masson’s trichrome score: 1,19+0,18,,@xWs. Diab-Ko) észleltink, valamint a
profibrotikus TGFR-fehérjeexpresszié (1,28+0,050,08 vs. Diab-Ko) és a cukorbetegségre
jellemzs génexpresszios eltérések normalizalédasat figyeitieg cukorbeteg patkanyaink
szivizomszovetében. Egészséges allatokban a keekléem volt szamottévhatasa a vizsgalt

biokémiai és molekularis paraméterekre.



