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Roviditések jegyzéke

CTRL: kontroll

CVD: kardiovaszkularis megbetegedés

E2: Osztradiol

ELISA: enzim kotott immunszorbens vizsgalat
GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

HFD: magas zsirtartalmu étrend

HO: hem oxigenaz

HO-1: hem oxigenaz-1

HRT: hormonpo6tlé terapia

I/R: iszkémia / reperfzio

KSH: K&zponti Statisztikai Hivatal

LAD: bal leszallo koronaria artéria

MDA: malondialdehid

MetS: metabolikus szindroma

MMP-2: matrix metalloproteindz 2

OS: oxidativ stressz

RAL: raloxifen

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SHRSP: spontan hipertonias stroke-ra hajlamos patkany
TIMP-2: metalloproteindz szdveti inhibitor 2
TTC: 2,3,5-trifenil - tetrazolium-klorid
WHO: Egészségiigyi Vilagszervezet

WKY': Wistar-Kyoto patkany



Bevezetés

A WHO legfrissebb adatai szerint 2030-ra minden hatodik ember eléri a 60 éves életkort, s6t
ez az 1d6 is fokozatosan tolodik a 80 éves kor felé. Az életkor fokozatos kitolodasa eldre vetiti
azt a tényt, hogy javitani kell az életmindséget, amely a pszichés karosodas — mint életcél, barat,
tars elvesztése, tarsadalmi megszoritdsok — mellett, a sejt és szdveti szintli karosodas
mérséklését, illetve megakadalyozasat jelenti. A sziv- és érrendszeri betegségek a globalis
mortalitds és megbetegedések vezetd okat képezik, amely szoros Osszefiliggést mutat az
id6skorral tarsithato korfolyamatokkali leépiiléshez. A Kozponti Statisztikai Hivatal (KSH)
2022-ben végzett mérései szerint Magyarorszagon is f6 halaloki tényez6k kozott szerepel a
sziv- és érrendszeri megbetegedések szama, amely az Osszes halalozas 28,4%-at teszik ki.

A kronikus gyulladas és az oxidativ stressz (OS) alapvetd szerepet jatszik az Oregedési
folyamatokban, elhizas kialakuladséban €s a degenerativ betegségekben. Az OS-t altalaban az
oxidans ¢és antioxiddns enzimek ¢és egyéb molekuldk kozotti  egyenstlyhiany
kovetkezményeként jelenik meg. A reaktiv oxigén ¢€s nitrogén fajtak (szabad gyokos és nem
gyokos fajtak) jotékony és karos hatasai kozotti egyensulyt a nem enzimatikus és enzimatikus
méregtelenitési mechanizmusok egyiittes aktivitadsa hozza létre a sejtekben.

Az életkor kitolodasaval, megnd az igény egy mindségileg javitott Oregedésre, ez pedig
farmakologias terapiaval, mint hormonpotlassal, illetve szamos életmddbeli valtoztatassal
elosegithetd. Az egyik legfontosabb prevencios €s terapias lehet6ség a megfeleld testmozgas.
A masik fontos tényezé a helyes taplalkozasi stratégia kialakitasa, mellyel a mogotte
meghtzodo feltételezett OS és a gyulladés csokkentése a cél.

Az elhizast Oregedést eldsegitonek tekintik, mert fokozott oxidativ stresszel és pro-
inflammatorikus allapottal jar egytitt. Napjainkban az elhizas a metabolikus szindroma (MetS)
és a kardiovaszkularis betegség (CVD) prekurzora. A zsirszovet expanziot az jellemzi, hogy a
zsirsejtek felhalmozzak a kiilonbozd lipideket, és megndvekedik a méretiik (hipertrofia) vagy
késObb a szdmuk (hiperpldzia). Azonban megfigyelték, hogy a tapanyagtobblet felszaporodasa
zsirszovetben véges, ami végso soron az adipocitak elhalasaval jar, ami pedig egy gyulladasos
valaszt fog kivaltani a kornyezd immunsejtekbdl.

Az oregedés, bioldgiai nem / dsztrogéntelitettségi allapot mellett az életmdd, mint a helyes
taplalkozas €s a testmozgas is nagyon fontos szerepet tolt be a kardiovaszkularis korképekben.
Ennek fényében egyre nagyobb sziikség van arra, hogy megfeleld kezelési mddot talaljunk,
legyen az pl.: egy hormonpdtlo terdpia vagy életmodvaltas / fizikai aktivitas beillesztése a

mindennapokba.



Célkitiizések

Az ¢letkor novekedésével egyre nagyobb az igény a mindségi Oregedés elérésére. Az
oregedéssel Osszefliggd hormonalis folyamatok és azok patholdgids kovetkezményeinek
mérséklésére Osszpontositd kutatasok komoly preventiv és terapias célpontokat tarhatnak fel a
CVD-k tekintetében. Doktori disszertaciomban foglalt vizsgalataink célja, hogy feltérképezziik
a hormonpotlé terapia és az életmdd kozvetitette kardiovaszkularis rendszerre és metabolikus

folyamatokra kifejtett valtozasokat.

1. Elsé kisérletsorozatunkban célul tiiztiik ki, hogy feltérképezziik a hormonpo6tlo terdpia (E2 és
RAL) és a szivben lejatszodo oxidativ/gyulladasos folyamatok kozotti 6sszefiiggést idds (~20
hénapos) ndstény patkanyokban.

Tisztdzni kivantuk, hogy:

* Milyen kiilonbségek mutatkoznak idés ndstény patkanyok szivében megjelend
antioxidans paraméterekben az E2 és a RAL kezelés kovetkeztében?

» Tisztazni kivantuk, hogy a hormonpo6tld terapia miképpen hat a kardiovaszkuléris
remodelling  folyamataira? Kérdéseink megvalaszoldsara sziv szdvetbol
meghataroztuk a matrix metalloproteaz-2 (MMP-2), a metalloproteaz-2 inhibitor

* A hormonpotld terapia miképpen valtoztatja meg az iszkémia/reperfizios sériilés

nagysagat 1dés néstény patkanyok szivében?

2. Masodik kisérletsorozatunkban az ¢letmdd (szabadidds testmozgas €s zsirdus étrend) hatasait
vizsgaltuk normotonias Wistar-Kyoto (WKY), valamint spontan hipertonias stroke-ra hajlamos
(SHRSP) allatokban, amely egy komplex vaszkularis korképpel (magasvérnyomads betegség €s
stroke) rendelkezd genetikailag mddositott patkanymodell.

Tisztazni kivantuk, hogy:

* Milyen kiilonbségek mutatkoznak a normotonias WKY, valamint a magasvérnyomassal
bir6 SHRSP éllatok adipokin mintdzatdban, valamint a lipidperoxidaciot jelzd
malondialdehid szintjében?

* A 12 hetes ¢életmddbeli valtoztatdss miképpen valtoztatja meg a szérumbdl és
zsirszovetbdl mérhetd adipokin mintazatot, valamint a lipidperoxidaciot jelzd
malondialdehid szintet olyan kardiovaszkularis korképben, mint a magasvérnyomas-

betegség?



Anyagok és modszerek

Az oOregedés a hormonpotlo terdpia hatasainak vizsgdlata ndstény patkanyok
kardiovaszkularis rendszerében

Vizsgalt allatcsoportok és kisérleti protokoll

Kisérleteinkhez kontroll, valamint ovarium-intakt, 20 honapos (id0s) ndstény Wistar
patkanyokat hasznaltunk. Kisérletiink soran az allatokat, ahogy elérték a 20 honapos é€letkort,
hormonpo6tld terapidban részesitettilk, amelynek célja az volt, hogy a természetes Oregedési
folyamat soran lecsokkent 0sztrogén hormonszintet potoljuk. Ez alapjan az idds allatok egy
része kéthetes 0,1 mg/ttkg 6sztradiol (Estrofem, E», Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Dania)
kezelésben, mig az allatok masik része 1,0 mg/ttkg dozist raloxifen (RAL, Evista, Miinchen,
Németorszag) kezelésben részesiilt. A kéthetes kezelési periodust kovetden az allatokat
terminaltuk, az Aallatok egy részébdl szivszovetet izolaltunk, melyet tovabbi biokémiai

mérésekre hasznaltunk fel, mésik részébdl a sziveket Langendorff oszlopon perfundaltuk.

A HO enzim aktivitasmérés a szivszovetben
A HO enzim aktivitasat spektrofotometrias modszerrel hataroztuk meg, a képz6dott bilirubin

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

ki.

A teljes glutaion tartalom mérése szivszovetben
A sziv GSH+GSSG szintjét spektrofotometrias modszerrel 405 nm-en mértiik, a kapott GSH

szinteket pedig nmol/mg fehérjeként fejeztiik ki.

Zselatin zimografia

A szivmintdk homogenizalasat kovetden a feliiliszot hasznéltuk forraldssal tortént denaturalas
utan a zselatin zimografias vizsgalatban. A mintat futtattunk 8% natrium-dodecil-szulfat (SDS)
poliakrilamid gél és zselatin kopolimerizacidjan, 90 V fesziiltséggel. A gélt ezutan mostuk 2,5%
Triton-X-100 oldattal, majd inkubaltuk 12 o6rat inkubalé pufferban. A gélt ezutan 0,05%
Comassie Brilliant Blue festékkel festettiik. A felesleges festéket eltavolitottuk ismételt
mosasokkal mindaddig, amig az MMP aktivités helyén az elemésztett csikok atlatszoan jelentek

meg. Ezutan a géleket digitalisan olvastuk be LICOR C™ blot Scannerrel és Bio-Rad Quantity



One 4.4.0 programmal elemeztiik a felvételeket. Az expressziot és aktivitast intenzitas X mm?-

ben fejeztiink ki.

Az 1-es tipusu kollagen és TIMP-2 koncentraciok meghatarozasa

A kéthetes hormonpotld periodus végén az allatok sziv szdvetének l-es tipusu kollagén és

crer
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vonatkoztatva fejeztiik ki.

Fehérjetartalom mérése Bradford-modszerrel
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spektrofotométerrel, eredményeinket pg fehérje/ml koncentracidoban kaptuk meg.

Iszkémia / reperfuzios sériilés vizsgalata Langendorff szivperfiizios rendszerrel

Az allatok szivét a 12. hét végén izolaltuk és Langendorff szerint perfundaltuk. Ezutan a
sziveket 10 perces stabilizalast kovetéen 30 percig a bal leszallé koronaria artéria (LAD)
lekotésével iszkémidnak vetettiik ald, majd 120 perc reperfuzionak tettiik ki. A protokoll végén
mértiik az infarktus méretét. A sziveket Evans-kék oldattal (1%) perfundaltuk, majd -20 °C-0s

fagyasztoba helyeztiik 12 érara a tovabbi vizsgalatokig.

Infarktusos teriilet meghatarozasa
Az infarktusos teriilet meghatarozasanak érdekében, a sziveket 2,3,5-trifenil- tetrazolium-klorid

(TTC) oldattal megfestve és Infarctsize 2.4 software hasznalataval hataroztuk meg.

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

0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.

Az életmod (fizikai aktivitds és étrend) hatasa SHRSP patkanyokban
Vizsgalt allatcsoportok és kisérleti protokoll

Kisérleteinkhez normotonias Wistar-Kyoto (WKY), valamint spontdn hipertonias stroke-ra

hajlamos (SHRSP) patkanytorzset hasznaltunk (Animalab Kft., Magyarorszdg), majd az



¢letmod hatdsanak vizsgalatdhoz az SHRSP allatokat életmddbeli tényezOk alapjan tovabb
csoportositottuk. Az SHRSP allatokat az étrend jellege alapjan hagyomanyos patkanytapon
tartott, kontroll (CTRL), valamint 40 %-os zsirral dusitott étrenden (HFD) tartott csoportokra
osztottuk. Mind a CTRL, mind pedig a HFD csoportok allataink egy részét futokerékkel
felszerelt ketrecekbe helyeztiik. A 12 hetes zsirdas etetés, valamint a futdkerekes testmozgast
kovetden az allatokat termindltuk, és vérmintat, illetve zsirszovetet vittiink tovabb adipokin €s

lipidperoxidécios mérésekre.

Adiponektin, leptin, omentin és chemerin koncentrdciok meghatarozasa ELISA modszerrel
ELISA mddszerrel hataroztuk meg a gyartd cég leirasa alapjan. A szérum adiponektin szint

mg/L-ben, leptin szintet ng/mL-ben, az omentin és chemerin szintet ng/L, a zsirszovet
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meg. A zsirszovet mintakat homogenizaltuk (Ultra-Turrax T8, 2 x 30 sec) 20 mM Na-foszfat
pufferben (pH=3, 0,5% TritonX-100), majd 3000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk 20
percig. Ezt kovetden a tiszta feliiliszot hasznaljuk tovabb a mérésre. Az optikai strliséget

mikrolemez-leolvasoval (Thermo Scientific Multiskan Ex, Waltham, MA, USA) mértiik 700

crer

Statisztikai analizis
Az adatok normalitasat és a variancia homogenitasat Shapiro-Wilk teszttel igazoltuk. A

WKY/CTRL ¢és az SHRSP csoportok kozotti kiilonbségek elemzéséhez egyutas ANOVA-t
alkalmaztunk Tukey post-hoc teszttel, és a &p < 0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak. Annak
érdekében, hogy az ¢életmdd befolyasold hatasat vizsgéalhassuk, az SHRSP/CTRL és
SHRSP/HFD, valamint a futd és nem futd csoportok kozotti Osszehasonlitasra kétutas
ANOVA-t végeztiink Holm-Sidak tobbszords dsszehasonlité teszttel, és a *p < 0,05, valamint
a#p <0,05 értekeket tekintettiik szignifikdnsnak. A statisztikai elemzést a SigmaPlot 12.0 for

Windows (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) programmal végeztiik.



Eredmények
Az oregedés és az E>/ RAL kezelés hatdsa ndstény patkanyok kardiovaszkuldris rendszerében

A sziv szovet hemoxigenaz-1 (HO-1) aktivitasat, a glutation (GSH+GSSG) szintjét
spektrofotometrids mérésekkel hataroztuk meg. A CVD-k soran morfologiai valtozasokon is
atmegy a sziv szerkezet, igy kisérleteinkben ezen morfoldgia valtozas markerét is kivantuk
vizsgalni, igy a sziv szOvet matrix metalloproteinaz 2 (MMP-2) aktivitdsat és a matrix
metalloproteindz szoveti inhibitor 2 (TIMP-2) szintjét, valamint a felhalmoz6d6 kollagén
tapasztaltuk, hogy az 6regedési folyamat jelentdsen csokkentette az antioxidans HO-aktivitast
¢s a total glutation tartalmat, megvaltoztatta az MMP-2/TIMP-2 jelatvitelt, és tulzott kollagén-
felhalmozodast eredményezett, ami fokozott sziv- és érrendszeri karosodashoz vezetett.
Azonban a 14 napos hormonpoétld terapia (HRT) fokozta az antioxidans védekezo
mechanizmusokat és gyengitette a sziv 6regedéssel kapcsolatos remodellingjét. Eredményeink
egyértelmiien azt mutatjak, hogy a kéthetes HRT potencialis terapids lehet6ség a sziv- és
érrendszeri Oregedés hatasainak mérséklésére az oxidativ karosodas és a sziv- és érrendszeri

diszfunkcio csokkentésén keresztiil.

Az életmaod (étrend és fizikai aktivitds) hatdsanak vizsgdlata

Vizsgéalatunkban him Wistar-Kyoto (kontroll) és SHRSP patkanyokat hasznaltunk. Az SHRSP
patkanyokat 2 csoportra osztottuk a diéta szempontjabol: standard tappal, vagy 40%-0s
zsirtartalmt (HFD) magas zsirtartalmu tappal etettiik ad libitum. Az allatokat ezutan tovabbi
csoportokra osztottuk: egy-egy csoportjat futokerékkel ellatott ketrecekbe helyeztiik, a
szabadidds testmozgéast modellezve; a 12 hetes diétas és edzési iddszak egyszerre kezdddott. A
kisérleti iddszak végén az allatokat termindltuk, majd a zsirszovet és szérum mintakbol
meghataroztuk az adiponektin, leptin, omentin €s chemerin adipokinek koncentracidit. A
lipidperoxidacidé mértékének meghatarozasara malondialdehid (MDA) szintet is mértiink. A 12
zsirszovetben, mind a szérumban, amit a fizikai gyakorlatok javitottak. A szérum leptin,
chemerin és MDA értékek emelkedtek a HFD csoportokban; a fizikai gyakorlat azonban képes
volt enyhiteni ezeket a kedvezotlen valtozasokat. Eredményeink alatdmasztjak az életmodbeli
valtozasok ¢€s a diszfunkcionalis zsirszovet kozotti kapcsolatot SHRSP patkdnyokban. A
szabadidés testmozgas fokozta az adiponektin €s omentin mint gyulladasgatlé adipokinek
szintjét, valamint csokkentette a leptin és a szérum chemerin mint gyulladéast eldsegitd

adipokinek szintjét. A zsiros diéta, amely a zsirszovet diszfunkciojat okozva a fizikai

8



aktivitassal ellentétes hatast fejt ki az adipokin profilra. A lipidperoxidacidé mérése soran is
hasonld eredményeket kaptunk: a testmozgas képes volt lecsokkenteni a lipidperoxidacio
mértékét, a zsirdis étrend ezzel ellentétesen, a lipidperoxidacié mértékét ndvelte a

zsirszovetben.



Osszefoglalas

A népesség eloregedése egy globalis trend, hiszen a jobb egészségiigyi ellatashoz, higiénidhoz
¢és oktatashoz vald hozzaférés vilagszerte eldsegiti a magas élettartam elérését. A predikciok
szerint 2050-re a 65 év és afeletti idosek szama megduplazodik a 202 1-es adatokhoz képest, 1,6
milliardra emelkedik. A mindségi 6regedés elérése egy nagyon fontos feladat, mely mar az
¢letkor korai szakaszan kialakitott egész €leten at tartd egészséges életmodnak (fizikai aktivitas
¢s egészséges étrend) koszonhetd, illetve a kor elérehaladtaval a megfeleld kezelési terapiak
megvalasztasaval elérhetd. Az oregedés egy komplex progressziv fizioldgiai folyamat, amelyet
az emberi élet soran felhalmozodo valtozasok definialnak, mint: a mitokondrialis diszfunkcio,
telomerek rovidiilése, 6ssejtek kimeriilése, anyagcsere-folyamatok megvaltozasa, ROS-ok
felhalmozodasa, genom instabilitds, epigenetikai modosulasok, mutaciok és a hormonalis
rendszer modosulasa. Az élettartamban nemi kiilonbségek mutatkoznak, a ndk atlagosan
magasabb ¢életkort élnek meg, mint a férfiak, viszont paradox moddon a ndk rosszabb
egészségiigyi allapotuak az életiik vége felé, mint a férfiak. A WHO 2021-es adati szerint a
kardiovaszkularis megbetegedések a vezetd halalokok kozé tartoznak vilagszerte, 2019-ben a
globalis haldlozasok 32%-a sziv- és érrendszeri megbetegedések miatt kovetkezett be. A ndk
esetében az egyik legnagyobb rizikofaktor a CVD kialakuldsidban a kardioprotektiv endogén

Osztrogén szint csokkenése, hidnya.

A kardiovaszkularis betegségek incidenciajat és progresszidjat a szexualis dimorfizmus, illetve
az Osztrogén telitettségi allapota mellett a kdrnyezeti tényezdk is nagymértékben befolyasoljak.
Ezek kozé sorolhato az étrend megvalasztasa, illetve a fizikai aktivitas is, amelyek az elhizas
mértékének, illetve a zsirszovet funkciojanak befolyasolasaval, tovabba a metabolikus
homeosztazisra kifejtett hatdsaik révén kiemelt fontossdggal birnak a kardiovaszkularis

rendszerben.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy mind a gydgyszeres terapia, mind pedig az
életmodbeli valtozasok hozzajarulhatnak a sziv- és érrendszeri betegségek kockdzatanak,
illetve a kialakult betegségek mortalitasanak csokkentéséhez. Valamint bizonyitottuk, hogy mar
eleve tobb ponton sériilt modellben az egy helytelen diéta negativ irdnyban, mig a rendszeres

testmozgas pozitiv iranyban képes az adipokinek szintjét befolyasolni.
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Summary

Population ageing is a global trend, as access to better health care, sanitation and education
contributes to longer life expectancy worldwide. The number of people aged 65 and over is
projected to double to 1.6 billion by 2050 compared to 2021. Achieving of healthy aging is very
important and can be achieved through a lifelong healthy lifestyle (physical activity and
balanced healthy diet) from an early age and by choosing the right treatment therapies as the
ageing process progresses. Ageing is a complex physiological process defined by the
accumulation of changes that occur during human life, such as mitochondrial dysfunction,
telomere shortening, stem cell depletion, altered metabolic processes, accumulation of ROS,
genome instability, epigenetic modifications, mutations and changes in the endocrine system.
There is a sexual dimorphism in life expectancy, with women living longer than men, but
paradoxically women are in poorer than men health towards the end of their lives. According
to WHO 2021 data, cardiovascular disease is the leading cause of death worldwide, accounting
for 32% of global deaths from heart and vascular system’s disease in 2019. In women, one of

the major risk factors for CVD is a decrease in cardioprotective endogenous estrogen levels.

In addition to sexual dimorphism and estrogen saturation, environmental factors strongly
influence the incidence and progression of cardiovascular diseases. These include dietary habits
and physical activity, which are particularly important in the cardiovascular system through
their effects on obesity and adipose tissue function, as well as their effects on metabolic

homeostasis.

The results suggest that both hormone replacement therapy and lifestyle changes can lead to
reduce the risk of cardiovascular disease and the mortality from the disease. Furthermore, it has
been underpinned that inappropriate diet in rats with complex cardio- and cerebrovascular
condition can disturb adipokine pattern, while regular exercise can ameliorate the adverse
changes.
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