Zaraojelentés

A rezisztencia erek simaizom sejtjein talalhaté magas konduktanciaju Ca®" aktivalta K
(BKc,) csatorna az intracellularis Ca®" koncentracié ([Ca®]) megemelkedése vagy a
sejtmembran depolarizacidja altal aktivalodik. A simaizom sejt membranon a BK¢, csatorna
nyitasakor a K* 4aram fokozoédasa a membranpotencial hiperpolarizaciéjahoz vezet, ami a
fesziiltség-fiiggd Ca®" csatorna zardsan és igy a Ca’" belépés csokkenésén keresztiil
vazodilataciot eredményez. Ezek alapjan a BKc, csatorna alapvetd szerepet tolt be az ér
simaizom tonusanak szabalyozéasan keresztill a teljes periférids rezisztencia és a vérnyomas
szabalyozasaban. Bar részletes informacidval rendelkeziink a BKc, csatorna élettani
szerepérdl az érfal tonusanak szabalyozasdban, nagyon kevés adat all rendelkezésiinkre errdl
az ioncsatorna miikodésérdl az erektilis szovetben illetve diabetes mellitusban (DM).

Viszonylag ) megfigyelés, hogy az erektilis diszfunkcié egy szisztémas vaszkularis
karosodassal jaro6 megbetegedés elsd klinikai tiinete lehet. Ennek magyarazataul az szolgélhat,
hogy mig a rezisztencia tipusu intracavernosus artéria 50%-os sziikiilete esetén mar manifeszt
erektilis diszfunkcié mutathato ki, addig a konduktancia tipust femoralis vagy carotis artéria
hasonldé mértékii obstrukcidja még nem mindig valt ki periférias (claudicatio intermittens)
vagy cerebrovaszkularis (stroke) tiineteket. Ebbol kovetkezden a pénisz rezisztencierek
aktivitdsanak vizsgdalata in vitro -kiilondsen egyéb szisztémds rezisztencia tipust erekkel
Osszehasonlitva-, valamint az erektilis funkci6 vizsgalata in vivo részletes adatokkal

szolgalhat a DM-re jellemz6 vaszkularis karosodas kialakuldsat illeten.

A BKc, csatorna szerepe az aramlas indukalta vaszkularis relaxacioban patkany pénisz
rezisztencia éren

Az aramlas fokozddasaval parhuzamosan névekvo nyirdfesziiltség vazodilataciot okoz,
amelynek hatterében az endotheliumbdl felszabaduld értagitd hatasu vegyiiletek allnak, mint
pl. a nitrogén monoxid (NO) ¢és az endothelium-eredeti hiperpolarizalé faktor (EDHF).
Réadasul az agonista (acetilkolin) €s az aramlas altal kivaltott érrelaxacid hatterében
kiilonb6zé mechanizmusok allhatnak, annak ellenére, hogy mindkét folyamat kulcspontja az
endothelium. gy munkamban izgalmasnak tiint ezen folyamatok vizsgalata, illetve a BKc,
csatorna szerepének vizsgalata ezen folyamatokban.

Kontroll Wistar patkanybol izolalt dorzalis pénisz artérian kimutattam az endothelium

szerepét az aramléas (infuzids pumpa segitségével l1étrehozott kiillonbdzd sebességli aramlas)

1



altal létrehozott érrelaxacioban. A kisérletek soran alacsony (6-40 pL/perc sebesség = 5,5
din/cm?®) és magas (15-120 pL/perc sebesség = 22 din/cm?) nyirofesziiltség hatasat vizsgaltam
az endothelium-fiiggd érvalaszban.

Megallapitottam, hogy mig az acetilkolin (ACh) relaxaci6 NO-medialt, addig az
aramlas-indukalt értonuscsokkenés EDHF-fliggd, ez utobbi folyamatban az NO/prosztanoid
komponensek nem vesznek részt. A BKc, csatorna szelektiv gatloszere, az Iberiotoxin (IbTX)
gatolta a lassu, de nem a gyors aramlas kivaltotta értonuscsokkenést. Kimutattam, hogy az
endotheliumon taldlhaté alacsony és magas konduktanciaju K¢, csatorndkon tal a simaizom
sejteken kimutathatd6 BKc, csatorna aktivacid is nélkiillozhetetlen az endothelium-fiiggo
relaxacio kialakulasaban.

A kisérleteinkben megfigyelt, mind az agonista, mind az dramlas kivaltotta vaszkularis
relaxacid jelenléte megegyezik az irodalomban leirtakkal, azonban a fajok kozti, valamint a
szoveti kiilonbségeket figyelembe kell venni. Nevezetesen, mig kisérleteinkben a patkanybol
izolalt dorzalis pénisz artérian az aramlas kivaltotta relaxacid6 EDHF kozvetitett, addig human
corpus cavernosum-bol izolalt és tenyésztett endothelium sejtekbdl az aramlas NO
felszabadulasat okozza. Patkény intracavernosus artérian az ACh relaxacio6 EDHF-fiiggo,
ellentétben a kisérleteinkben a dorzalis pénisz artérian kimutatott NO fiiggéstol.

A BK, csatorna szerepét az aramlas indukalta relaxacioban kimutattak human koronara
arterioldkon in vitro és patkdny retina arterioldkon in vivo. Azonban a munkacsoportunknak
sikerlilt kimutatni pénisz szoveten a BKc, csatorna jelentOségét az aramlas kivaltotta
endothelium-fiiggd relaxacioban.

Az eredményekbdl kozlemény sziiletett, mely a Journal of Sexual Medicine c.

folyoiratban keriilt publikélésra.

A BKc, csatorna szerepe az endothelium fiiggo és fiiggetlen relaxacioban human pénisz
rezisztencia éren

A fentebb részletezett eredményekbdl, illetve a korabbi munkaimbdl és a rendelkezésre
all6 néhany irodalmi adatbol egyértelmiien kitiinik, hogy a BKc, csatorna fontos szerepet
jatszik az erektilis funkcid szabalyozasaban, azonban nagyon kevés adat all rendelkezésre a
csatorna szerepérdl human pénisz szovetre vonatkozoan. A kisérleteim sordn lehetdségem
nyilt férfi — né nemi atalakitd miitét soran fel nem hasznalt pénisz szovetének vizsgalatara. A
vizsgalt mintdk sajatossaga, hogy fiatal (atlag életkor 27 év) egészséges férfiakbol

szarmaznak, akik nem szenvedtek kardiovaszkularis betegségben, igy kronikus gyogyszeres
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kezelésben sem részesiiltek. Ez mindenképpen ritkasagnak szamit, hiszen a kutatdsokban
hasznalt huméan mintdk nagy A4ltalanossagban patologias szovetbél szarmaznak. Igy
vizsgélataim egyértelmiien adatot nyljtanak a BKc, csatorna szerepérél a pénisz
szabalyozasaban fiziologids koriilmények kozott.

Human pénisz szovetbdl izolalt intracavernosus artérian megallapitottam, hogy az
endothelium-fiiggd acetilkolin (ACh) érrelaxalé hatdsdban a nitrogén monoxid
(NO)/prosztanoid komponenseken kiviil az endothelium-eredetli hiperpolarizalé faktor
(EDHF) is szerepet jatszik. Ez megegyezik korabbi megfigyelésekkel, ugyanis human,
patkany, 16 és nytl pénisz szovetbdl izolalt kiilonbdzo rezisztencia erekben az ACh értagito
hatdsaban a mind az NO, mind az EDHF szerepét leirtak.

Bar a BK(, csatorna jelenlétét patch-clamp elektrofizioldgiai modszerek alkalmazésaval
kimutattdk human corpus cavernosum-bol izolalt simaizom sejteken, valamint megéllapitottak
corpus cavenosum simoizomesikon a funkcionalis szerepét, azonban human pénisz éren még
nem vizsgalta mas munkacsoport a BK¢, csatorna funkcionalis szerepét. Kisérleteimben a
BKc, csatorna gatldé IbTX gatolta mind az NO/prosztanoid-, mind az EDHF-medialt
relaxacidt, valamint az endothelium-fiiggetlen nitroprusszid-natrium (SNP) kivaltott
tonuscsokkenést. Tovabba az IbTX jobbra tolta az NS11021, szelektiv BK¢, csatorna
aktivator, altal létrehozott érrelaxaciot. Az NS11021 egy viszonylag uj, alacsonyabb
koncentracio-tartomanyban (1 pM-ig) szelektiv. BKc, csatorna aktivator, melynek
vazodilatidciés hatdsat az IbTX teljesen megsziintette a BKc, csatornara szelektiv
koncentracio-tartomanyban. Rdadasul az NS13558, amely a BK, csatorna aktivator NS11021
biologiailag inaktiv homoldgja és szerkezetileg nagyon hasonldo az NS11021-hez, nem
okozott jelentds értonuscsokkenést az NS11021-gyel 6sszehasonlitva.

Kisérleteimbdl egyértelmiien megallapithatjuk, hogy human intracavernosus artérian,
fiziologias koriilmények kozott a BK¢, csatorna fontos szerepet jatszik mind az endothelium-
fliggd, mind az endothelium-fiiggetlen relaxacié kialakuldsaban. A BK¢, csatorna aktivatorai
igy eredményesen hasznalhatok az erektilis diszfunkcid kezelésére.

Az eredményekbdl kozlemény sziiletett, mely a Basic & Clinical Pharmacology &

Toxicology c. ujsdgban keriilt publikalasra.



Diabetes mellitus hatasa a vaszkularis funkciora

A kardiovaszkularis események kialakuldsa a vezetd haldlok diabetes mellitusban (DM)
szenvedd betegeknél. DM-ben a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsdnak kockéazata
tobbszor magasabb egészséges egyénekhez viszonyitva. A diabetesre jellemzd tiinetek
kialakulasdban a vaszkuldris kérosodas alapvetd szerepet jatszik. A koros érvalasz
mechanizmusénak vizsgalatakor kimutattdk az endothelidlis, a simaizom és a neuronalis
miikddés karosodasat. Az endothelium karosodasat, melyre jellemzé az endothelidlis NO
csokkent termelése, kimutattdk 1-es, és 2-es tipusi DM-ben, valamint csokkent gluko6z
tolerancidban a klinikailag kimutathaté vaszkularis karosodas kialakulasa el6tt. Gyulladasos
folyamatok szintén kimutathatok DM-ben és endothelidlis diszfunkcioban. Az endothelium
eredetli relaxald faktorok csokkent felszabaduldsa fokozza a simaizom kontrakciot okozd
anyagok hatasat, tovabbd a magas glukoz koncentracidé az ¢ér simaizom sejtek
lehet a diabetes-es vaszkularis karosodas vizsgalata szempontjabol (lasd a Zardjelentés
bevezetd része). A diabetes-t érintd vizsgalataimbol még nem sziiletett kozlemény (irdsuk

folyamatban van), ezért a fentebbieknél részletesebb szakmai jelentést irok.

A patologias modell beallitasa és az erek preparaldsa

Az 1l-es tipusu diabetes mellitusban jellemzé vaszkularis zavar kialakulasahoz
streptozotocin (50 mg/kg) intraperitonealis injekcioval 1étrehozott diabetes-es patkanymodellt
hasznaltam. A streptozotocin a pancreas inzulint termeld B-sejtjeinek karosodasat okozza, igy
az endogén inzulin hidnyaban a vércukorszint megemelkedéséhez vezet. A kisérletekhez a
streptozotocin injekciot kovetd héten mért vércukorszint-emelkedéstdl szamitott 12-14 hetes
diabeteses  Sprague-Dawley  patkanyokat  haszndltam.  Kordbbi  kisérleteimben
megallapitottam, hogy a vércukorszint (22-24 mmol/L) 8 hetes megemelkedése nem vezetett
erektilis diszfunkcié kialakulasdhoz (nem kozolt eredmény), ezért valasztottam kisérleteimhez
a diabetes fennalldsdnak 12-14 hetes idOtartamat. Az allatokndl a vércukorszintet és a
testtomeget ¢homi allapotban mértem a streptozotocin injekcio elétt. A DM kialakuldsat a
kovetkezd héten megismételt vércukorszint mérése igazolta: 15 mmol/L alatti érték esetén az
allatokat kizartam a vizsgalatok folytatasabol, e folotti érték esetén az allatokat 12-14 hétig
megfeleld koriilmények kozott (tap, folyadek ad libidum) tartottam.

A diabetesben szignifikdnsan megemelkedett a vércukorszint a kiindulasi értékhez (0.
hét) képest (*** p < 0.001), mig a testtomeg szignifikdnsan csokkent (* p < 0.05). A Kontroll

csoportban a testtomeg jelentdsen megemelkedett (*** p < 0.001), azonban az ¢éhomi

4



vércukorszint valtozatlan maradt (4.5 vs 4.1 mmol/L). A vizsgalatok elején a Diabetes-es
csoport nem kiilonbozott a Kontroll csoporthoz képest, azonban a kezelés 12. hetére
megemelkedett a vércukorszint (### p < 0.001) és csokkent a testtomeg (### p < 0.001) a

Kontroll csoporthoz viszonyitva. Az eredmények megegyeznek az irodalomban leirtakkal, és

az 1. tdblazatban vannak 0sszefoglalva.

Kontroll Diabetes
L s , vércukor . vércukor
Kezelés (hét) | Testsuly (g) (mmol/L) Testsuly (g) (mmol/L)
0. 269+4 4.2+0.1 278+6 4.9+0.3
12. 472413 *** 4.5+0.1 25311 * ### 27.0£0.7 *** #H

1. Tablazat. A testtomeg ¢és a vércukorszint valtozasa a kezelés ideje alatt Kontroll és
Diabetes-es csoportban. * 12. hét vs. 0. hét; # Diabetes vs. Kontroll; * p < 0.05, *** ### p <
0.001.

A kisérletekhez pénisz ér (intracavernosus (ICA) és dorzalis pénisz artéria (DPA)),
mezenteridlis artéria (MA, 3-4. oldalag) és koszortér (bal leszallo koszortér, LAD)
preparatumokat hasznaltam. Diabetes-ben a testtomeg csokkenésével az ératmérd is kis
mértékben csokkent (nem szignifikdns, p > 0.05), azonban mezenterialis prepardtumon (MA)

az ératmérd jelentds ndvekedése (*** p < 0.001) figyelhetd meg (2. Tablazat).

Eratméré (um)

ICA DPA MA LAD
Kontroll 244+7 27049 35248 465424
Diabetes 227+6 249+13 449+]13 Hxk 408+13

2. Tablazat. Eratmérd a Kontroll és Diabetes-es patkanyokbol izolalt kiilonbozd

erekben.

DM hatasa az endothelium-fiiggo relaxaciora
Az endothelium-fliggd értagitd acetilkolin (ACh) altal kivaltott, nitrogén monoxid
(NO)-medialt érrelaxacié maximuma ¢€s a dozis-hatas gorbe lefutdsa (pD, értéke) ICA és DPA

preparatumokon nem kiilonbozott egymastdl kontroll és diabéteszes koriilmények kozott



(p > 0.05). Mig az EDHF részt vesz ICA preparatumon az NO/prosztanoid komponens mellett
az ACh kivaltotta relaxacio kialakulasaban, addig DPA szdveten az ACh értagité hatasaban
csak az NO vesz részt. Ezek a megfigyelések megegyeznek a korabbi kisérleteinkkel, ugyanis
relaxacio NO ¢és EDHF kozvetitett (Kun és mtsai, Eur J Pharmacol, 2003; 474:103-115), mig
dorzalis artéria esetében csak az NO vesz részt az endothelium-fiiggd ACh-indukalta
relaxdcioban (Olav és mtsai, J Sex Med 2012; 9:1789-1800). Kisérleteinkben az ACh
relaxacié maximuma nem véaltozott Diabetes-ben a Kontrollhoz viszonyitva. Ez a megfigyelés
megegyezik a kordbbi vizsgalatainkban tapasztaltakkal, ahol Zucker Diabetic Fatty
patkanybol izolalt corpus cavernosum szoveten az ACh relaxdcid6 maximuma nem
kiilonbozott egymasol (Olav és mtsai, J Sex Med 2012; 9:1789-1800). Ezzel ellentétben,
Obese Zucker patkanybol izolalt pénisz artérian az ACh relaxaci6é karosodasat mutattdk ki
(Villalba és mtsai, Am J Physiol Heart Circ Physiol 2009; 297(2):H696-707). Az eredmények
magyarazata az lehet, hogy diabetes-ben megnovekedhet az értagitd prosztaglandinok
szintézise, amelyek fenntarthatjdk az endothelium-fiiggd relaxaciot (Sanchez és mitsai,
Atherosclerosis 2010; 213:392-9).

Hasonl6an az ICA és DPA preparatumokhoz, LAD preparatum esetében a diabetes nem
befolyésolta az ACh relaxacié maximumat vagy érzékenységét, és az endothelium-fiiggd
relaxacio teljes mértékben NO-fliggd volt. Ez a megfigyelés megegyezik az inzulin-rezisztens
Obese Zucker patkdnybdl izolalt koszoraér eredményekkel, miszerint az NO-medialt ACh
relaxacié nem valtozott a kontroll Lean patkdnyhoz viszonyitva (Villalba és mtsai, Am J
Physiol Heart Circ Physiol 2009; 297(2):H696-707). Az Obese Zucker patkany magas
vércukorszinttel, inzulinszinttel s abnormalis lipidértékekkel rendelkezik. Bar ez a modell 2-
es tipust DM-hez all kozelebb, azonban a koszortéren kapott eredményeket tekintve nagy
hasonlésdgot mutat a vizsgalatainkban alkalmazott streptozotocin-indukalta diabeteses
modellben kapott eredményekkel. Hasonlé eredményeket mutatott ki munkacsoportunk is
kutya koszortér preparatumon, ahol az alloxan inekcidval kivaltott diabetes nem befolyésolta
az ACh relaxdcionak sem a maximumat, sem az érzékenységét (Pataricza és mtsai, Acta
Physiol (Oxf). 2008; 194(1):35-43).

A koszoruér és a pénisz érpreparatumokkal ellentétben a mezenterialis artéria nagyfoku
érz¢kenységet mutat a vércukorszint emelkedésére. Tartosan magas vércukorszint esetén,
kisérleteinkben bar az ACh relaxacié maximuma nem valtozik, a gérbe azonban erésen jobbra
tolodik (1. Abra, A). Raadasul megvaltozik az endothelidlis mediatorok szerepe is az ACh-

indukalt relaxacioban: mig az NO ¢és ciklooxigendz gatlas alig befolyasolta kontroll
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koriilmények kozott a relaxaciot, addig Diabetes-ben teljesen megsziintette azt (1. abra, B). Ez
egyértelmilen arra enged kovetkeztetni, hogy diabetesben a tartdsan magas vércukorszint

hat4séara az endothelium-fliggd relaxacidban az EDHF szerepét az NO veszi at.
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1. abra. Diabetes (A, B) és kombinalt NO - ciklooxigendz gatlas (L-NAME+INDO, B)

hatasa az endothelium-dependens relaxaciora. *** p < 0.001 (two-way ANOVA)

Az eredményeink megegyeznek a koradbban mésok altal kimutatottakkal, miszerint a
mezenteridlis artéridn sem a ciklooxigndz gatlas, sem az NO-szintetaz gatlas nem befolyasolta
az ACh relaxaciot (Thorsgaard és mtsai, Br J Pharmacol 2003; 138:1562—-1570). Raadasul a
streptozotocin indukalta diabetes-ben az ACh érzékenysége MA preparatumon jobbra
tolodott, hasonldéan a vizsgalataimhoz, valamint az NO— és az EDHF-tipusu relaxacio is

karosodott (Leo és mtsai, Br J Pharmacol 2011; 162:365-377).

DM hatasa az endothelium-fiiggetlen relaxdciora

A nitroprusszid-natrium (SNP) az endotheliumtdl fliggetlen modon képes
vazorelaxaciot kivaltani. Kisérleteinkben ICA (2. dbra, A), DPA (2. dbra, B) ¢s MA (2. ébra,
C) érpreparatumokon az SNP dozis-hatas gorbéje jobbra tolddott és a hatdsmaximuma is
csOkkent diabéteszes koriilmények kozott. Ezzel szemben LAD szoveten sem az SNP

hatdsmaximuma, sem az érzékenysége nem kiilonbozott egymastdl kontroll és diabéteszes

szOvetben.
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2. abra. Diabetes hatdsa az endothelium fliggetlen relaxaciéra ICA (A), DPA (B) és
MA (C) preparatumokon. *** p < 0.001 (two-way ANOVA)

Kisérleteinkben az SNP relaxdcié maximuma ¢és érzékenysége csokkent mindkét pénisz
éren, ami megegyezik a kiilonb6zd diabetes-es patkdnymodellekbdl (Cartledge és mtsai, BJU
International 2001; 87: 394-402; Carneiro és mtsai, J Sex Med. 2010; 7(11): 3620-3634)
izolalt corpus cavernosum simaizom csikon kapott eredményekkel, miszerint a diabetes
karositotta az erektilis szoveten az SNP relaxaciot. Ezzel szemben a diabetes nagyon vegyes
hatdst mutat az irodalomban a mezenteridlis ¢és koszortierek endothelium-fiiggetlen
artérian, ami hasonlé a spontan diabetes-es patkanyokbodl izolalt mezenteridis éren kapott
eredményekhez (Heygate ¢s mtsai, Br J Pharmacol 1995; 116: 3251-3259). Ezzel ellentétben,
a streptozotocinnal kivaltott diabetes-es patkanybol izolalt mezenteridlis artéridn az SNP
relaxacidnak sem a maximuma, sem az érzékenysége nem valtozott (Leo és mtsai, Br J
Pharmacol 2011; 162:365-377). Béar itt mindenképpen érdemes megjegyezni, hogy mig ez
utobbi kisérletben a streptozotocin injekciotol szamitott 10 hetes allatokbol izolalt
mezenteridlis artérian vizsgaltdk az SNP hatasat, addig kisérleteimben a magas vércukorszint
kialakulasatol szamitott 12-14 hetes diabetes-es 4llatokat hasznaltam. Igy a modell
iddtartamat tekintve 3-5 hetes kiilonbség van a diabetes fennalldsdban és ez magyarazhatja a
talalt kiillonbséget. Hasonld kiilonbség van az irodalomban a koszoruér reaktivitdsara is SNP
esetében. Kisérleteimben patkany koszoruéren a diabetes nem befolyasolta az SNP relaxaciot,
ami hasonl6 a streptozotocinnal indukalt diabetese-es patkanybol izolalt koszoruéren kapott
eredményekkel (Delbin és mtsai, PLoS One 2012; 7(12): €53318). Ezzel szemben, mig sertés
¢s human koszoruér prepardtumon a diabetes csokkentette az SNP relaxaciot (Clements és
mtsai, Microcirculation, 2009; 16(2):193-206), addig munkacsoportunk korabbi
vizsgalataiban kutyabol izolalt koszorGér preparatumon az SNP relaxacid érzékenysége
szignifikansan fokozddott, bar a relaxacié maximuma nem valtozott (Pataricza és mtsai, Acta

Physiol (Oxf). 2008; 194(1):35-43).



DM hatasa a BK ¢, csatorna funkciora

Intracavernosus artéridn a szelektiv BK(¢, csatorna gatld Iberiotoxin (IbTX, 10-7M)
gatolta az endothelium-fliggd (3. abra A, C) és fliggetlen (3. dbra B, D) értagitok hatasat mind
kontroll (3. abra A, B), mind diabetes-es (3. abra C, D) koriilmények kdzott.
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3. abra. A BK, csatorna szerepének vizsgalata kontrol (A, B) és diabetes-es (C, D)
koriilmények kozott az endothelium fiiggd (A, C) és fiiggetlen (B, D) relaxacioban

intracavernosus artéridn. * p< 0.05 (two-way ANOVA)

Az ICA-val ellentétben, dorzalis pénisz artérian (DPA) a BK, csatorna gatlo IbTX nem
befolyésolta jelentésen az ACh- és az SNP-kivaltotta értonus csokkenést, sem kontroll, sem
diabéteszes korilmények kozott. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
ugyanazon szoveten beliil is (pénisz) jelentds kiillonbségek mutathatéak ki kiillonbozoé erek
(ICA és DPA) kozott a BKc, csatorna funkcidja szempontjabol. Mig az intracavernosus
artérianak alapvetden fontos szerepe van az erekcio kialakuldsaban, addig a dorzalis pénisz
artéria szerepe az erekcid kialakuldsdban kevésbé fontos. Az eredmények egybevagnak a
human intracavernosus artérian altalam kimutatott eredményekkel, miszerint a BK, csatorna

nagyon fontos szerepet jatszik mind az endothelium-fiiggd, mind az endothelium-fliggetlen



relaxacio szabalyozasaban. (lasd korabban: A BKc, csatorna szerepe az endothelium fliggo és
fiiggetlen relaxdcidban human pénisz rezisztencia éren).

MA érpreparatumon az IbTX ACh dézis-hatds gorbére gyakorolt gatlo hatasa eltiint
diabéteszben (4. dbra, C), mig az SNP kivaltotta relaxacio esetében diabetes-es koriilmények
kozott jelent meg a BK ¢, csatorna gatolhatdsaga (4. abra, D) a kontrollhoz képest (4. dbra A,
B).
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4. abra. A BK(, csatorna szerepének vizsgélata kontrol (A, B) és diabetes-es (C, D)
kortilmények kozott az endothelium fliggd (A, C) és fiiggetlen (B, D) relaxaciora
mezenterialis artérian. *** p < 0.005 (two-way ANOVA)

Kontroll koszorGér preparatumon a BKc, csatorna gatld IbTX kissé, de nem
szignifikansan gatolta az endothelium-fiiggd (ACh) és -fliggetlen (SNP) értagitok hatasat,
azonban diabeteses szdvetbdl izolalt LAD szdveten ez a gatlds szignifikdnsnak bizonyult
(p <0.001).

A diabetes hatdsat a BKc, csatorna funkcidjanak megvaltozasara a BKc, csatorna
aktivator NS11021 doézis-hatas gorbe vizsgalata tudja megmutatni. Az NS11021 érrelaxalod
hatasa nem valtozott pénisz erek esetében - s6t, kismértékii érzékenység-fokozodas figyelhetd

meg, ugyanis a dozis-hatas gorbék kissé, de nem szignifikdns modon balra tolodtak mind ICA
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(5. abra A), mind DPA (5. dbra B) érpreparatumokon. Ezekkel ellentétben MA (5. dbra C) és
LAD (5.4bra D) szoveten érzékenység csokkenés volt észrevehetd, ugyanis az

NS11021-gorbe jobbra tolodott (MA esetén p = 0.056, mig LAD esetében * p < 0.05).
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5. abra. Diabetes hatdsa a BKc, csatorna aktivator NS11021 doézis-hatas gorbéjére

ICA (A), DPA (B), MA (C) és LAD (D) preparatumokon. * < 0.05 (two-way ANOVA)

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a BKc, csatorna csokkent miikddése
figyelheté meg mezenteridlis és koszortér preparatumokon, mig feltételezhetd, hogy pénisz
ereken a csatorna fokozott aktivitisa kompenzéalhatja a vaszkuléaris funkcié kéarosodasat.
Kisérleteinkben a diabetes nem befolyasolta pénisz ereken az endothelium-fiiggd relaxaciod
maximumat vagy érzékenységét, igy feltételezem, hogy a csatorna fontos szerepet jatszhat az
endothelium-fliggd folyamatok, és igy végsd soron az erektilis funkci6 fenntartasaban.

Az iberiotoxin-érzékeny BKc, ionaram mérése patch-clamp elektrofizioldgiai
modszerrel pontos adatot nyljthat a BKc, csatorna szerepérdl a diabetes-es vaszkuldris
karosodas kialakuldsaban, igy vizsgalataimban célul tliztem ki az iondram elektrofizioldgiai
vizsgalatat pénisz corpus cavernosum-bol izolalt simaizom sejteken. A modszer beéllitasat

(megfeleld szamu (helyes emésztés), és megfeleld6 membranstabilitasti (jo seal) simaizom
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sejtek izolalasa) kovetd kezdeti biztatdé eredmények utan azonban komoly akadalyokba
iitkdztem, amelyek alapvetden befolydsoltak a kisérletek tovabbi kimenetelét. A kisérleteket

érintd akadalyokrol késobb ejtek szot.

DM hatasa az erektilis funkciora in vivo

A 2012-es évben megvételre keriilt egy in vivo hemodinamikai mérérendszer, amelynek
segitségével lehetové valt az erektilis funkcio in vivo mérése, melyet korabbi kisérleteim
alapjan allitottam be (Kun és mtsai, Br J Pharmacol 2009; 158: 1465-1476). Roviden, altatott
(pentobarbital anaesthesia) patkanyokon a hasfal felnyitasat kdvetden izoldltam a cavernosus
ideget, melynek elektromos ingerlésével hoztam létre intracavernosus nyomasfokozodast. Az
intracavernosus nyomas mérését a corpus cavernosumba vezetett, mig az artérds nyomads
mérését az arteria carotis-ba vezetett heparinizalt folyadék katéterekkel mértem. A BKc,
csatorna nyitd NS11021 adagolasa a vena jugularis-on keresztiil tortént. Az erektilis funkcio
jellemzésére az intracavernosus nyomds maximumanak és az atlag vérnyomas hanyadosanak
szazalékban kifejezett értékét hasznaltam: PICP/MAP * 100 (peak intracavernous pressure /
mean arterial pressure * 100).

Eldzetes kisérleteimben megallapitottam, hogy a diabetes szignifikdnsan csdkkentette az
erektilis funkciot 0.5 és 6 Volt (V) kozotti tartomanyban (4llandé 10 Hz frekvencia mellett,
6. abra A), illetve 5 és 10 Hz frekvenciaju elektromos téringerlésnél is (4llando 6 V fesziiltség

mellett, 6. abra B).
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6. abra. Diabetes (Diab) hatasa az erektilis funkciora a kontroll (Ctrl) csoporthoz képest
in vivo, valtozo fesziiltség (V) de éalland6 frekvencia (A) vagy valtozd frekvencia (Hz) de

allando fesziiltség (B) mellett. * p < 0.05 (two-way ANOVA)
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Ezen eldzetes vizsgalatok elvégzése 2 fontos dolog miatt volt sziikséges: 1) annak
megallapitdsa, hogy a (maximalis) erektilis funkci6 valtozik-e diabetesben, illetve 2) a
szubmaximalis ingerlési paraméterek meghatarozasa szempontjabol. Ez utobbi azért is
nagyon fontos, mert a maximalisan kivaltott erektilis funkcidt nagyon nehéz gyogyszeresen
tovabb fokozni, viszont a rendszer nagy €rzékenységet mutat a szubmaximalis ingerlés esetén,
azaz a maximalis hatds 50-60%-at elérd elektromos ingerlés esetén (Kun és mtsai, Br J
Pharmacol 2009; 158: 1465-1476). Kisérleteim alapjan megallapitottam, hogy a 3 - 3.5 V
koriili fesziiltségtartomdny alkalmas a szubmaximalis hatas kivaltasdhoz, és igy a BKc,
csatorna aktivator NS11021 hatasanak in vivo vizsgélatahoz.

Ujabb in vivo kisérleteimben a 3 és 4 Volt fesziiltségili és 10 Hz frekvenciaju elektromos
ingerlés mellett kapott értékek szignifikansan kisebbek voltak diabetes-es patkanyokban, mint
a kontroll csoportban, azonban nem kiilonboztek az adott csoportban kapott maximalis (6 V,
10 Hz) értékektdl. Ezért megismételtem a kisérleteket 2 V, 10 Hz elektromos téringerlés
mellett is, azonban hasonl6 eredményre jutottam (7. abra A).

Eldzetes kisérleteimben az 5 Hz frekvencia alkalmazédsa csokkentette a téringerlés
hatdsat a 10 Hz frekvencidji ingerléshez képest (6. abra B). Ennek megfeleléen
megismételtem a 2 — 4 V fesziiltségi téringerlést 5 Hz frekvencia mellett is, azonban hasonld
eredményeket kaptam a 10 Hz frekvencia alkalmazasa mellett kapott eredményekhez. Bar
5 Hz alkalmazasa csokkentette a téringerlés hatdsat a 10Hz-es értékekhez képest, azonban
nem volt kiilonbség a kiilonbozd (2, 3, 4 V) fesziiltségili téringerlések hatdsai kozott (7. dbra

B).
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7. Abra. Diabetes hatasa az erektilis funkciora 10 Hz (A) vagy 5 Hz (B) frekvencia
mellett. * p <0.05, ** p <0.01 (two-way ANOVA)

A kapott eredmény azért is meglepd, mert mig az eldzetes vizsgalataimban a 2 V

fesziiltségli ingerlés a kontroll csoportban kb. 50%-0s hatast eredményezett, €s a diabetes-es
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csoportban nem hozott 1étre értékelhetd hatast (a 2 V hatdsa nem kiilonbozétt a 0.5 és 1 V
hatasatol) (6. dbra A), addig az utobbi kisérleteimben a 2 V ingerlés maximalis hatast hozott
létre mind kontroll, mind diabetes-es csoportban, fiiggetleniil az alkalmazott frekvenciatol
(5 és 10 Hz) (7. abra).

Mindezek mellett az NS11021 1 mg/kg dozisban alkalmazva nem befolyasolta az
erektilis funkcidt sem kontroll, sem diabetes-es koriilmények kozott. Ez ellentétben 4ll a
korabbi eredményeimmel, ahol az NS11021 0.1 és 1 mg/ttkg dézisban alkalmazva fokozta az
erektilis funkcidt kontroll patkanyokban (Kun és mtsai, Br J Pharmacol 2009; 158: 1465-
1476). A negativ eredmények magyarazataul az szolgélhat, hogy az elézetes eredményekkel
ellentétben nem sikeriilt megtaldlni azt az ingerlési fesziiltséget/frekvenciat, ami
szubmaximalis hatast valt ki, ugyanis ez a tartomdny a legérzékenyebb a kiilonbozd

vegyiiletek erektilis funkciot befolyasold hatasai irant.

A kisérletek kivitelezését érinto problémak

A jelentds eltérés oka az idei €s az el6zd évi eredmények kozott az in vivo erektilis
funkciot tekintve az eltérd patkanytorzs lehet. 2012 nyaran megszint a Szegedi
Tudoméanyegyetemen a Kozponti Allathaz, aminek kovetkeztében a Sprague-Dawley
patkdnyok beszerzése nagyon nehézz¢ valt. Az orszagban konnyen beszerezhetd Wistar
patkanyokkal ellentétben a Sprague-Dawley patkanyok tenyésztése csak néhany helyre
korlatozodik, igy vagy ezekrdl a helyekrdl, vagy kiilfoldrol lehet ezekhez a patkdnyokhoz
hozzajutni. Szerencsére korlatozott szamu, de a kisérletek befejezéséhez elegenddnek itélt
mennyiségli Sprague-Dawley patkany beszerzésére lehetdségem nyilt egyetemi kooperacid
keretén beliil. Azonban mig 2010-ben és 2011-ben a streptozotocin intraperitonealis
injekciojaval 1étrehozott DM sikerardnya 80%, addig 2012-ben ez a szdm 60% korili. Ez azt
jelenti, hogy majdnem minden 2. patkany esetében a streptozotocin nem valtott ki megfeleld
mértékli (>15 mmol/L) vércukorszint emelkedést, az esetek egy részében az allatok
vércukorszintje nem mutatott semmilyen eltérést az injekciot kovetéen. A mas alombol, mas
tenyésztési koriilmények kozott nevelt patkanyok eltérd modon reagaltak az experimentalis
diabetes-re, ami csokkentette a kisérletekhez felhasznalhaté darabszamot. Az in vivo
kisérletek tobbszori megismétlése miatt a patch-clamp elektrofiziologiai méréseket mar sajnos
nem tudtuk befejezni. Réadasul a megismételt in vivo kisérletek sem a vart (el6zé évi)

eredményeket mutattak.
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Masik fontos tényezd, hogy 2013 tavaszan munkahelyet valtottam, aminek
kovetkeztében mar nem volt médom folytatni és befejezni a kisérleteket.

Osszefoglalva a diabetes-es kisérleteim eredményét, megallapithatom, hogy a diabetes
nem befolyasolta az endothelium-fiiggd és -fiiggetlen érrelaxacidt koszortiéren, viszont
karositotta az endothelium-fiiggetlen értonus csokkenést pénisz és mezenterialis ereken. Ha
figyelembe vessziik, hogy diabetes-ben kimutattam az erektilis funkcio csokkenését, akkor
igazolni latszik, hogy az erektilis diszfunkcidé az elsd jele lehet a szisztémds vaszkularis
karosodasnak.

Az eredményekbdl kézirat irdsa van folyamatban, melyet a Journal of Sexual Medicine

c. folyoiratba tervezek bekiildeni.

Telitetlen zsirsavdieta hatas a BKc, csatorna aktivitasara

Ismert, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavakat tartalmazé diéta kardioprotektiv
hatassal rendelkezik. Ezzel ellentétben, a koleszterindus taplalkozés rontja a kardiovaszkularis
funkciot és emeli a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsadnak rizikdjat. Diabetesben a
vaszkularis funkci6 karosoddsa mellett a magas Kkoleszterinszint miatt kialakuld
ateroszklerdzis egyértelmiien rizikofaktora a fokozott kardiovaszkularis mortalitasnak. Ezért
nagyon izgalmas lehetdségnek tlinik a telitetlen zsirsavakat tartalmazé diéta hatdsdnak
vizsgalata a koszortér funkciora és a BK¢, csatorna mitkkddésére egészséges €s diabetes-es
szoveten.

A patkanyok napraforgd olajjal dusitott (magas linolsav (68%) tartalmt diéta - High
LA), illetve sertészsirral dusitott (alacsony linolsav (10%) tartalmt diéta -Low LA) tapot
kaptak. A koszortret kipreparaltam, majd az érszovet izometrids tonusvaltozasat mértem
Mulvany-féle miograftal.

Kisérleteimben az alacsony linolsav tartalom csokkentette a BK¢, csatorna aktivator
NS11021 érzékenységét, a dozis-hatas gorbét jobbra tolta (8. abra A). A szelektiv BKc,
csatorna blokkol6 Iberiotoxin (IbTX) gatolta az NS11021 hatdsat mind alacsony (8. dbra B),
mind magas (8. abra C) linolsav tartalom mellett. A magas LA tartalom mellett az IbTX
hatdsa kifejezettebb, ami arra utal, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavak képesek aktivalni

a BK, csatornat.
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8. abra. Magas (High LA) és alacsony (Low LA) linolsav tartalmu diéta hatdsa a BKc,
csatorna aktivator NS11021 dézis-hatas gorbére (A). Iberiotoxin (IbTX) hatdsa az NS11021
relaxaciora alacsony (B) és magas (C) linolsav diéta mellett. * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <

0.005 (two-way ANOVA)

Ismert, hogy a zsirsavak képesek befolyasolni a kiilonboz6 ioncsatornak aktivitasat. A
napraforgd olajnak magas a tobbszordsen telitetlen zsirsav tartalma, igy linolsav tartalma is. A
kisérleteinkben talalt eredménnyel megegyezik az a korabbi megfigyelés, amelyben leirtak a
linolsav aktival6 hatdsat BK¢, csatornara nyul koszoraérbdl izolalt simaizom sejteken (Ahn és
mtsai, Yonsei Med J. 1994; 35(1): 10-24). Bar az régota ismert, hogy a linolsav fokozza a
koszortér aramlast patkanyban (ten Hoor, Nutr Metab. 1980; 24 Suppl 1: 162-80), a linolsav
hatdsat a koszoraér artéria tonusadra még nem vizsgaltak.

Kisérleteinkben az acetilkolin (ACh) altal 1étrehozott endothelium-eredetli relaxéacio
felére csokkentette az ACh hatasat az alacsony LA tartalmu diétas csoporthoz képest, ahol az
ACh relaxacié teljes mértékben NO altal kozvetitett hatas. Ez megegyezik a korabbi
vizsgalatok eredményével, melyben kimutattak, hogy a magas telitetlen zsirsav tartalmu diéta
ez endothelium-eredetli relaxacidt eltolja az értagitd hatast arachidonsav metabolitok
iranyéaba (Lepran és mtsai, J Cardiovasc Pharmacol 1981; 3(4): 847-853).

Az NS11021 relaxacié fokozott érzékenysége nem magyarazhatd tisztan csak a magas
linolsav tartalomnak, ugyanis a napraforgd olajban taldlhat6 kevesebb koleszterin tartalom,
szemben a sertészsiros tdpban taldlhatd magas koleszterin tartalommal, szintén szerepet
jatszhat az NS11021 megnovekedett érzékenységében. Kisérleteimben ezért megvizsgaltam a
koleszterin szintet csokkentd fenofibrat hatasat. Megallapitottam, hogy az alacsony linolsav,
de magas koleszterin tartalmu diéta esetén az allatok fenofibrat eldkezelése (2 héten at)
helyreéllitotta a csokkent NS11021 érzékenységet, mig magas linolsav tartalom mellett nem

volt jelent6s hatdsa az NS11021 dozis hatas gorbére (9. abra).
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9. abra. Fenofibrat kezelés hatasa a BKCa csatorna aktivator altal kivaltott relaxaciora

magas (A) és alacsony (B) linolsav tartalmu diéta mellett. * p < 0.05, ** p <0.01 (two-way
ANOVA)

Kisérleteink egybevagnak a kordbbi megfigyelésekkel, miszerint a sejtmembran
koleszterin tartalméanak eltavolitdsa fokozta, mig a koleszterin tartalom helyredllitas
csokkentette a BK¢, csatorna aktivitasat (Riddle és mtsai, Am J Physiol Cell Physiol 2011;
301(6): C1404-C1414).

Osszefoglalva, kisérleteimben megéllapitottam, hogy a magas linolsav tartalmu,
tobbszorosen telitetlen zsirsavat tartalmazo diéta és az alacsony koleszterinszint javithatja a
koszortér funkciot a simaizom sejteken talalhaté BK¢, csatorna befolyasolasaval. Sajnos a
kisérletek diabetes-es szoveten torténd megismétlésére mar nem nyilt lehetéség (lasd a

fentebb részletezett okokat), azonban az eredményekbdl kézirat irdsa van folyamatban.
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