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Roviditések jegyzéke

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat
Comt: katekolamin o-metil transzferaz
CVD: kardiovaszkularis betegségek
Esml: endotélsejt specifikus molekula-1
GOT: glutamat-oxalacetat-aminotranszferaz
GPT: glutamat-piruvat-aminotranszferaz
GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

HO: hem-oxigenaz

HO-1: hem-oxigenaz-1

LAD: bal leszall6 korondria artéria
MPO: mieloperoxidaz

Ogn: oszteoglicin

Pcp4: Purkinje-protein 4

TNF-a: tumor nekrozis faktor-alfa

TTC: 2.3,5-trifenil-tetrazolium-klorid



Bevezetés

Tarsadalmunk egészségét elsdsorban a sziv- és érrendszer diszfunkcioi veszélyeztetik, igy az
ennek hatterében megbuvd hormonalis, inflammatorikus és oxidativ folyamatok mélyebb
megértése Uj terapias stratégiak kidolgozasat segitheti. JOl ismert tény, hogy a fiatal férfiak
nagyobb eséllyel valnak a kardiovaszkularis betegségek (CVD) aldozatava, mint a hozzajuk
hasonld kort ndk, habir a menopauza utdn a ndk kardiovaszkularis veszélyeztettsége
meredeken nd. A koleszterin eredetii nemi hormonok emberi szervezetben rendkiviil széleskorti
bioldgiai hatdssal birnak. Az androgének ¢&s Osztrogének, a sziv- és érrendszerben
expresszalodo szteroid receptorokkal vald kolcsonhatdsaik €s metabolikus hatdsaik révén,
1étfontossdgu szerepet jatszanak a sziv egészségében. Kifejezddésiik mérteke az életkortol
fliggden és kiilonbozo patologias allapotok eredményeképpen csokkenhet, mely folyamat
Osszefiiggésbe hozhaté a CVD-k kialakulasanak kockazataval. NOk esetében az
Osztrogénhiany, férfiak esetében a tesztoszteron deficiencia szamottevéen noveli a szénhidrat-
¢s lipidanyagcsere rendellenességek, valamint a viszcerdlis elhizas kialakulasanak esélyét,
ezaltal az ateroszklerézisra és hipertoniara vald kockazatot is. Ugyanakkor tanulmanyok
alatdmasztjak, hogy a nemi hormonok fiziologids szintli expresszidja a gyulladdsos és
antioxidans folyamatok modulalasan keresztiil hozzdjarul a CVD-k megel6zéséhez.
Hatékonyan képes csokkenteni bizonyos gyulladdsos citokinek, €s emelni egyes antioxidansok
szintjét a szervezetben. Legf6bb antioxidans enzimek kozé sorolhaté a szuperoxid-dizmutaz
(SOD), a glutation (GSH), és nem utolsé sorban a hem-oxigenaz (HO). A HO enzim katalizalta
reakci6 soran képz6do biliverdint és bilirubint pedig nem enzimatikus antioxidansokként tartjak
szamon. A HO rendszer antioxidans hatasai mellett, bizonyitottan anti-inflammatorikus
tulajdonsagokkal is bir. Sajnalatos modon a szervezet antioxidans védelme az dregedést kisérd
inflammatorikus, oxidativ és hormonalis folyamatok eredményeképpen jelentdsen csokken,
mely patologias allapot fokozza a kronikus betegségek incidenciajat. Amellett, hogy a CVD-k
¢letmod is nagyban prediszponalja kialakulasukat. A rizikéfaktorok elimindldsa, igy a
hormonhianybol eredeztethetd tarsbetegségek és szovodményeinek kezelése eredményesen
csOkkentheti a mortalitast és morbiditdst mindkét nemben. Ennek eszkozei lehetnek a
hormonpotlo terapiak, de a rendszeres, kdzepes intenzitasti testmozgasnak is kulcsszerepet

tulajdonithatunk a CVD-k megel6zésében.



Célkitiizések

Az oOregedéssel Osszefiiggd hormonalis folyamatok €és azok patoldgias kovetkezményeinek
mérséklésére Gsszpontositd kutatdsok komoly preventiv és terapias célpontokat tarhatnak fel a
CVD-k tekintetében. Doktori disszertaciomban foglalt vizsgalataink célja, hogy feltérképezziik
a tesztoszteron kozvetitette lehetséges kardioprotektiv hatasokat, tovabba, hogy megvizsgaljuk
az életkor elOrehaladtaval bekovetkez6 kardiovaszkularis valtozasok vajon mérsékelhetoek-e

életmoddbeli valtoztatasokkal a kiilonbozo nemekben.

1. Els6 kisérletsorozatunkban tisztdzni kivantuk, hogy milyen kiilonbségek
mutatkoznak tesztoszteronhidny, valamint az emlitett hormon poétlasanak hatasara fiatal

¢s 1dds him patkanyokban a szervezet gyulladasos €s antioxidans paramétereiben?

2. Méasodik kisérletsorozatunkban pedig arra kerestiik a valaszt, hogy:

e Hogyan modosul kiilonb6zd kardiovaszkuldris homeosztazisban kozponti
szerepet betoltd fehérjék koncentracidja a szivben szabadidés testmozgés

hatasara idds ndstény €s him allatokban?

e Tovabba vizsgalni kivantuk, hogy ennek hatdsdra miképp valtozik a sziv

iszkémidra val6 hajlama?

Anyagok és Modszerek

1. A tesztoszteron altal kozvetitett antioxidans és gyulladascsokkenté hatasok

szivben

Kisérleti protokoll

Elsé kisérletsorozatunkban 10 hetes, illetve 24 honapos him Wistar patkanyokat hasznaltunk.
A fiatal és id6s allatcsoportokon beliil kasztralt és aloperalt patkdnyokat kiilonitettiink el. A

sebészi kasztralas soran a heréket és mellékheréket kimetszettiik, az aloperalas soran az allatok



herezacskojat szintén felnyitottuk, azonban heréjiiket nem tavolitottuk el. A miitéti eljarasokat
kovetd kéthetes pihend iddszak utan az allatok egy része naponta, szajon at, 2.5mg/ttkg d6zist
ciproteron acetat kezelésben részesiilt az androgének termelésének teljes blokkolasa érdekében,
mig az allatok masik felét 8mg/kg dozist tesztoszteron undekanoat injekcioval kezeltiik
hetente, intramuscularisan (i.m). A 6 hetes kisérleti periddust kovetéen az allatoktol vért
vettiink, eutanizaciot hajtottunk végre, majd meghataroztuk a bal szivkamra teljes glutation
(GSH+GSSG) szintjét, a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) expresszidjat, a tumor
hem-oxigenaz (HO) enzimek aktivitasat, illetve a HO-1 izoforma szintjét. Az allatokbol vett
vérmintabol pedig detektaltuk a tesztoszteron, a glutamat-oxalacetat-aminotranszferaz (GOT)

crer

¢s a glutamat-piruvat-aminotranszferaz (GPT) koncentraciojat.

A HO enzim aktivitasmeéres a szivszovetben

A HO enzim aktivitdsat spektrofotometrids modszerrel hatdroztuk meg, a képzddott bilirubin

mennyiség alapjan. A HO-aktivitast nmol/6ra/mg fehérjeként fejeztiik ki.

A GSH+GSSG tartalom mérése szivszovetben

A sziv GSH+GSSG szintjét spektrofotometrias modszerrel 405 nm-en mértiik, a kapott GSH
szinteket pedig nmol/mg fehérjeként fejeztiik ki.

A cGMP, TNF-a, HO-1 koncentrdcio mérése szivszovetben

A HO-1, TNF-alfa, cGMP szintjének meghatdrozasa ELISA moddszerrel tortént a gyartoi
eloirasokat betarva. HO-1 szintet ng/mg fehérje, a TNF-a értékeket pg/mg fehérje, mig a cGMP

koncentraciot pmol/mg fehérje értékben adtuk meg.

MPO aktivitasmerés szivszovetben

A bal kamra MPO aktivitasat spektrofotometriasan detektaltuk. Az értékeket uU/mg
fehérjeként fejeztiik ki.



crer

crer

hataroztuk meg. A GOT és GPT értékeket U/L-ben, mig a tesztoszteron szintet ng/dl
mértékegységben fejeztiik ki.

Fehérjetartalom mérése Bradford-mddszerrel

crer

spektrofotométerrel, eredményeinket pug fehérje/ml koncentracioban kaptuk meg.

Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag = S.E.M.-ként fejeztiik ki. A csoportok kozotti kiilonbségeket egyutas
ANOVA-val, hataroztuk meg, Tukey Post-hoc teszttel kiegészitve. A kapott eltéréseket p <

0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.

2. A testmozgas hatiasa az oregedés okozta szivfunkcioban torténé valtozasokra,

him és nostény patkanyokban
Kiserleti protokoll

Masodik kisérletsorozatunk soran 20 honapos ndstény és him Wistar patkanyokkal dolgoztunk.
Az allatokat két csoportra randomizaltuk az altaluk végzett testmozgas alapjan, igy
megkiilonboztettiink futd és nem futd him és ndstény patkanyokat. A testmozgast nem végzo,
kontroll allatok (CTRL) standard, mig a futd allatok a kisérlet teljes iddtartalma alatt
hozzaférhetd, futokerékkel felszerelt ketrecben voltak elhelyezve. A testmozgas protokollt
szabadidds testmozgasként definialtuk, hiszen az 4llatok a sajat bioritmusuknak megfelelden, a
nap 24 O6rajaban barmikor futhattak. 12 hetes kisérleti periddus végeztével az allatokat
terminaltuk, sziviiket eltavolitottuk. A szerveket vagy azonnal ex vivo izolalt szivperfizids
vizsgalat ala vetettiik, vagy jobb- és bal kamrara elkiilonitve -80°C fokos fagyasztoba helyeztiik

a biokémiai vizsgalatokig.



Iszkémia-reperfuzios (I/R) sériilés modellezése Langendorff perfuzios rendszerrel

Az allatok szivét az aortan keresztill felfliggesztve Langendorff perfuzios oszlopra helyeztiik.

crer

artéria (LAD) 30 perces lekotésével modelleztiik, melyet 120 perces reperfuzio kovetett. Ezt
kovetden a sziveket 1%-0s Evans-kék oldattal perfundaltuk majd -20 °C-o0s fagyasztoba

helyeztiik a tovabbi vizsgalatokig.

Infarktusos teriilet meghatarozdsa

A fagyasztott sziveket az apico-bazalis axisra merélegesen felszeleteltiik, majd 1%-o0s 2,3,5-
trifenil-tetrazolium-klorid (TTC) oldatban és 10%-0s formalinoldatban inkubaltuk. A
szivszeleteket két liveglemez kozé helyezve Image J programmal értékeltiik, az infarktusos

teriilet nagysagat a veszélyeztetett teriiletekre vonatkozo szazalékos aranyban adtuk meg.

Comt, Ogn, Pcp4 és Esml koncentrdcio meghatarozdsa sziv szévetbol

A Comt, Ogn, Pcp4 és Esml szintjének meghatarozdsa ELISA moddszerrel tortént a gyartoi
eldirasokat betarva. A Comt, Ogn és Pcp4 szinteket pg/ug fehérjeként fejeztiik ki, mig az Esm-
1 értekeket pg/mg fehérjeként hataroztuk meg.

Fehérjetartalom mérése Bradford-modszerrel

crer

spektrofotométerrel, eredményeinket pug fehérje/ml koncentracioban kaptuk meg.

Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + S.E.M.-ként fejeztiik ki. A csoportok kozotti kiilonbségeket Student
t-testtel hataroztuk meg. A kapott eltéréseket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.



Eredmények

1. A tesztoszteron dltal kozvetitett antioxiddins és gyulladdascsokkentd hatdsok

szivben

Idés himeknél, valamint a here eltavolitasabol adodd mesterséges tesztoszteronhidny
eredményeképpen, szignifikansan nétt a szivben detektalt MPO enzim aktivitasa, illetve a TNF-
a inflammatorikus citokin szintje a kontroll allatokhoz képest. Eredményeink alapjan
elmondhato tovabba, hogy a férfi nemihormon-hianya miatt csokkent a sziv antioxidans
védelme is, melyet a bal kamrabol mért HO enzim aktivitasa, a HO-1 expresszioja €s nem utolso
sorban a GSH szintje is alatdmaszt. A szérumbol meghatarozott, emelkedett GOT ¢és GPT
paraméterek is igazoljak a tesztoszteronhidny szivkarositd hatdsait. A hormonpo6tld terapia
hataséra jelentésen mérséklddott az oxidativ karosodas és gyulladds mértéke mind fiatal, mind
1dos allatok szivében. Ezaltal kijelenthetd, hogy a tesztoszteronterapia a szervezetre kifejtett
pozitiv hatasain keresztiil, tobb tamadasponton keresztiil szolgalta a sziv- és érrendszer

védelmét.

2. A testmozgds hatdsa az oregedés okozta szivfunkcioban torténd viltozdasokra,

him és nostény patkanyokban

Masodik kisérletsorozatunkban sziiletett eredményeinkkel bizonyitottuk, hogy a szabadidds
testmozgas jotékony hatdssal van a sziv- és érrendszerre, melyet a kardiovaszkularis rizikoval
Osszefliggésbe hozhatd fehérjék koncentracioja mellett, az infarktusos teriilet nagysaga is
igazolt. Mig a Comt és az Ogn fehérjék szintjében a him futo allatok szivében szignifikans
csokkenést figyeltiink meg; addig a Pcp4 és Esm-1 fehérjék koncentracidja mindkét nemben
emelkedett. Ezen eredményekkel dsszhangban, a LAD lekotésre valaszul kialakuld iszkémias
sériilés mértéke is nagymértékben lecsokkent a futd allatokban. A ndstény és him allatok
eredményeiben tapasztalt eltérések valoszinisithet6en a kiilonb6z6 nemi hormonok szteroid
receptorain keresztiil megvalosulo eltérd genomikus hatdsok eredményeképpen sziilettek,
azonban ezen folyamatok pontos hattérmechanizmusainak feltérképezéséhez tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.



Osszefoglalas

Him allatokban a részleges, vagy abszolut tesztoszteron deficiencia miatt csdkkent a
HO utvonal révén érvényesiild gyulladascsokkentd ¢és antioxidans tulajdonsagu

végtermékek biologiai aktivitasa, mely hozzdjarult a gyulladasos paraméterek

crer

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az A&ltalunk felallitott hormonhidnyos
modellekben a tesztoszteron farmakologias visszapotlasa nagyban hozzajarult a sziv
normdl miikddéséhez, a HO utvonalon keresztiil érvényesiild antioxidans ¢és

gyulladascsokkentd folyamatok indukalasaval.

A gyogyszeres terapian kivill azonban, a rendszeres testmozgéds beiktatasaval is
szamottevéen mérsékelhetok az Oregedéssel jard kardiovaszkularis rizikotényezok
mindkét nem esetében. A korral jar6 hormonalis valtozasok és az azok kovetkeztében
kialakulé hianyallapotok magas kockazatot jelentenek a sziv- és érrendszeri
megbetegedések  szempontjabol, azonban kelld6 odafigyeléssel, ¢életmodbeli

valtoztatasokkal jelentdsen javithatok az életkilatasok.
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