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Bevezetés

A policisztas ovarium Szindroma (PCOS) az egyik leggyakoribb endokrin
megbetegedés, mely vilagszerte a nok 8-12%-at érint. A PCOS diagnozisa Osszetett, melyhez
a fokozott androgén aktivitas, oligo-anovulacio és/vagy a policisztas petefészkek jelenlétén
tul sziikséges az egyéb, fokozott androgén termelést kivaltd ok vagy megbetegedés kizarasa
is. A PCOS szovédményei kozott gyakoriak a kardiometabolikus megbetegedések, az inzulin
rezisztencia, az elhizas és a magas vérnyomas betegség. A betegek kozel 75-80%-a szenved
inzulin rezisztenciaban, a mely a nék megfelel kor- és testtomeg index aranyos csoportjahoz
viszonyitva igen magas.

A D-vitaminhiany a Fold lakossaganak 30-50%-at érint6 probléma. Irodalmi adatok
alapjan a PCOS-s betegek 67-85%-aban a keringé D-vitamin szintje nagyon alacsony (<20
ng/ml). Az inzulin rezisztencia, a D-vitaminhiany és az androgén talstuly gyakori, kdzos
eléfordulasat PCOS-ben mar szamos korabbi tanulmany leirta. Az androgén tulsulyos PCOS
nék egészséges kortarsaikhoz képest dupla akkora relativ kockéazattal birnak a koszorusér
megbetegedések kialakulasara nézve. A szérum D-vitamin szintek és a koszorusér
megbetegedések eldfordulasa kozott fennallo, ellentétes eldjelit kapcsolatot a vonatkozé
kutatasok a kdzelmultban igazoltak.

A PCOS ragcesald modellek kivaloan alkalmasak a D-vitaminhidny €s az androgén
talsuly érhatasainak tanulmanyozasara. A hiperandrogén néstény patkanyok aorta gyiiriin
végzett korabbi kisérletek kimutattak, hogy a noradrenalin indukalt kontrakcio fokozodik, mig
az endotelialis nitrogén monoxid indukalt relaxacid6 csokken, valamint a Kkalcitriol
alkalmazasa javitja az erek relaxacios képességeit. A fenti kisérlet soran az androgén
tulstilyban szenvedd ndstény patkanyok erei sokkal rigidebb faluak voltak, igy az érlumenben
kialakul6d vérnyomasvaltozasokhoz torténd alkalmazkodd képességiik is jelentdsen csokkent.
Ez a csokkent adaptacios kapacitas az érfali remodeling elsé 1épéseként értelmezhetd, mely
tartos fennallas esetén segiti a magasvérnyomas betegség kialakulésat.

A rendelkezésre allo eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az androgén talsulyos
PCOS-ben kialakuld, az érfalat érintd negativ valtozasokat (eutrof remodeling) a D-

vitaminpdtlas képes lehet csokkenteni €s esetlegesen megakadalyozni.

Célkitiizések
Kisérletiinkkel egy 0j tipusu, hiperandrogén €s D-vitaminhidnyos PCOS patkanymodellt
szerettiink volna létre hozni, melyben megfigyelheték a koszortereken végbe mend korai

biomechanikai és anyagcsere valtozasok.



1. Ebben az 1uj, kronikus patkdnymodellben a PCOS-t transzdermalis
tesztoszteronkezeléssel kivantuk kialakitani. A modelliinkben célunk volt az
Osszes, jol ismert PCOS-ben jelentkezd fenotipus és metabolikus valtozas
reprodukalésa is.

2. Céljaink kozott szerepelt a D-vitaminhianynak és a hiperandrogén allapotnak a
nbéi szaporodd szervrendszerre, az anyagcserére és az inzulin reziSztenciara
kifejtett altalanos hatasaink vizsgalata (pl. ovulaciés arany, testtomeg valtozas,
gliikoz tolerancia stb.).

3. A vizsgalat sordn a koszoruserek azon korai biomechanikai valtozasait kivantuk
feltérképezni, melyek feleldssé tehetok fogamzoé képes kort ndkben a fenti
korallapotokban jellemz6 Kkardiovaszkularis megbetegedésekért. Feltételezziik,
hogy PCOS-ben mind a D-vitaminhiany, mind az androgén talsuly vaszkularis
inzulin rezisztenciat alakithat ki, mely a koszorus erek csokkent dilatacids

kapacitasat, illetve az érfal remodelingjét eredményezheti.

Modszerek:

Gydgyszerek és egyéb kémiai anyagok. A hiperandrogén allapotot transzdermalis
tesztoszteron (T) gél (Androgel 1% from Lab. Besins International S.A, Parizs,
Franciaorszag) alkalmazasaval értiik el. A D-vitaminpoétlast kolekalciferol oldattal végeztiik
(Vigantol oil 20.000 IU/ml from Merck/Merck Seronol2, Mumbai, Maharashtra, India). Az in
vitro kisérletekhez Krebs-Ringer oldatot hasznaltunk. A maximalis passziv simaizom
relaxacié mérése kalcium mentes Krebs oldattal tortént. A maximalis vazokonstrikcid
méréséhez az U46619-t (potens tromboxan A, receptor agonista a TOCRIS Bio-Techne
cégtdl, Bristol, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltuk, mig potens érrelaxansként adenozint
alkalmaztunk (Adenocor, Sanofi-Aventis, Madrid, Spanyolorszag). Az inzulin érhatésait
human-rekombinans inzulinnal vizsgaltuk (Actrapid pentafill 200 IU/ml from Novo Nordisk,
Koppenhaga, Dania).

Az allatok altatasara 45 mg/kg intraperitonealis Nembutalt adtunk be (Phylaxia-
Sanofi, Budapest, Magyarorszag).

Allatok. A kisérletbe 46, 4 hetes, 90-110 gramm stlyt néstény Wistar patkany keriilt
bevonasra, melyeket a Semmelweis Egyetem Allathdza biztositott. Az allatok szamaéra ad
libitum viz és a protokollnak megfelelé D-vitaminmentes vagy normal tap allt rendelkezésre.

A kisérlet alatt az allatoknal semmilyen komplikaciot nem észleltiink A vizsgalat mindenben



megfelelt a vonatkozo hazai és nemzetkozi eldirdsoknak, és az egyetemi etikai bizottsag
engedélyével rendelkezett (Eng.szam: PEI/001/820-2/2015).

Kroénikus kezelés. A 46 allatot 4 csoportra osztottunk. Az allatok testtomegét a
protokoll alatt rendszeresen mértiik, a kisérlet végeztével pedig testtomeg gyarapodasi aranyt
szdmoltunk (body mass gain ratio) az alabbi moddon (%): a végsd testtdmeg/ a kezdeti
testtomeg *100%. Huszonnégy D-vitamin potolt étrendben részesiilt (Ssniff Germany —SM
Rat/mouse complete chow; D3 vitamint tartalma 1000 1U/kg), melyek koziil 12 tovabbi
transzdermalis T kezelést kapott heti 5 alkalommal. Az allatokat a 2. héttd] testtomeg adaptalt,
szajon at torténd D-vitaminpotlasban részesitettiik, hogy biztositsuk szamukra az optimalis
szérum 25-hydroxikolecalciferol szintet (30ng/ml). A kezelés soran az allatok egyszeri 500 1U
Vigantol olajat kaptak a 2. héten, majd a 4. hétt6l hetente 3000 NE/kg testtomeg adaptalt
kezelésben részesiiltek.

Huszonkét allatot a kezelés alatt teljesen D-vitaminmentesen taplaltunk (Ssniff
Germany - EF Rat/mouse vitamin D free complete chow; D3 vitamin tartalom < 5 1U/kg),
melybdl 11 szintén T kezelésben részesiilt. A T gélt a masodik héttdl heti 6tszor alkalmaztuk
az alabbi dozisban: 0.033mg gél/ testtomeg gramm, mely kozel tizszeres szérum T szint
emelkedést eredményezett. A patkdnyok hatardl a szdrt a kezelés eldtt rendszeresen
leborotvaltuk.

Oralis gliikkoz terheléses vizsgalat (OGTT) és HOMA-IR. A 6. héten OGTT
vizsgalat, plazma inzulin és gliikkoz mérés tortént. Az ¢heztetést kovetden az allatoknak szajon
at fecskendével 30% gliikoz oldatot 2g/ testtomeg kg) adtunk be. A 0° - 60 - 120° perces
vércukorértékeket regisztraltuk, mig 0°-120° perces értékekhez tartozd plazma
inzulinszinteket ELISA segitségével mértik (Merck/Merck Millipore, Darmstadt,
Németorszag/ Budapest, Magyarorszag). A HOMA-IR értékeket az ¢homi plazma inzulin és
vércukor szintek segitségével szamitottuk: éhomi plazma inzulin (milliunit per liter) x éhomi
plazma glikoz (millimol per liter)/22.5.

Szexual szteroid, D-vitamin és leptin értékek. A kezelés 6. és 8. hetében vért vettiik
az allatok farok vénajabol. A vérszérumok 5-dihidrotesztoszteron, 5-hidroxycholecalciferol,
progeszteron ¢és T szintjét magas teljesitményli folyadék kromatografia segitségével
hataroztuk meg. A leptin szinteket ELISA-val mértiik a 8. héten (Phoenix Pharmaceuticals/
Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe, Németorszag).

Hiivelyvaladék és petefészek morfolégia. A 6. kezelési héttdl naponta hiivelyvaladék
vizsgalatot és Osztrusz cikluselemzést végeztiink. A kezelés végén a petefészkek tomegét
megmértiik. A petefészkeket formaldehid oldatban tartositottuk, majd paraffinba dgyaztuk. A

szovettani elemzés hematoxylin —eozin festést kovetéen tortént. Minden csoportbol



reprezentativ mintat vettlink (n=6) ¢és a policisztds petefészek szindroma morfologiai
valtozasait kerestilk. A tlisz0k és a sargatestek szamat, atmérdjét és a teljes petefészek
teriiletébdl elfoglalt aranyukat AxioVision Panoramic Viewer (3DHISTECH Ltd., Budapest,
Magyarorszag) szoftverrel elemeztiik.

A 8. héten in vitro nyomas angiomertias méréséket végeztiink a bal koszorusér eliilsé
leszalld aganak vég- és oldaldgainak 200 mikrométeres kiilsd atmérdjii szegmenseivel. Az
arterioldk belsd ¢és kiilsé atmérdjét videomikroszkdpos technikaval mértiik. Az eredmények
segitségével spontdn miogén tonust, maximalis konstrikciot és passziv relaxaciot, valamint
inzulin indukalt érreaktivitast szamitottunk, statisztikai elemzést készitettiink. Az erek inzulin
¢s D-vitamin receptor stirlisége immunhisztokémiai vizsgalattal keriilt meghatarozasra.

Transztorakalis szivultrahang vizsgalat és invaziv artériads vérnyomasmérés.
Mindkét vizsgéalat a kezelés végén (8. hét) tortént pentobarbitdl altatds segitségével. A
balkamrarél alkotott képek a hosszanti tengely mentén, B-modban késziiltek. A végdiasztolés
és végszisztolés szivtérfogatot a fenti médon mért bal kamrai teriilet (left ventricular area -
LVA) és hossz (left ventricular length — LVL) segitségével az alabbi modon szamitottuk:
8(LVAd)Y/3rnLVLd and 8(LVAs)’/3nLVLs (a képletben a d és s index a diasztolét és
szisztolét jeldli). Az invaziv artérids vérnyomas mérése az arteria carotis interna kaniilalasaval
aszeptikus koriilmények kotott tortént.

Mikroangiometria. A kezelés 8. hetében az allatokat elaltattuk, sziviiket
eltavolitottuk, 2 percig heparinos normdl Krebs Ringer oldattal perfundaltuk, majd a
szivtomeget megmértiik. Mikropreparaciora a bal eliilsd, leszallé koszortasér in vivo 100-150
mikrométeres intramurdlis arteriolai koziil vélasztottunk. Az arteriolat kipreparaltuk, és egy
Krebs-Ringer oldatot tartalmazo specialis kadba helyeztik. Az érnek mindkét végét
kaniilaltuk és az eret élettani hosszasagara nyujtottuk. Minkét mikrokaniilt egy nyomas-
szervo pumpahoz (Living Systems, Burlington, VT, USA) csatlakoztattuk, majd az eret
aramlasmentes kornyezetben 50 Hgmm intralumindlis nyomds mellett inkubaltuk. Az
arteriola kiilsé ¢és belsé atmérdjét videomikroszkoppal ellatott mikroangiometrids
vizsgalorendszerrel rogzitettiik. Ennek sordn az eret tartalmazo tivegfenekli kadat egy inverz
Leica mikoszkophoz rogzitettiik. A nagyitott képet egy Leica videokamera (DFC 320)
tovabbitotta a szamitdgépes allomasra, ahol egy erre a célra kifejlesztett QWin Leica szoftver
alkalmazasaval mértiink és dolgoztuk fel a felvételeket. Az arteriolat fix intraluminalis
nyomason (50 Hgmm) és homérsékleten (37 Celsius fok) oxigenizalt Krebs oldatban harminc
percig inkubaltuk, majd ezt kovetden az intralumindlis nyomast 0 Hgmme-re csokkentettiik és
10 Hgmm-enként leolvasva az atmérdket, 150 Hgmm-ig emeltiik. Ezt haromszor ismételtiik

meg, majd a harmadik gorbe értékeit rogzitettiik és elemeztiik, mely legjobban jellemezte az



¢ér passziv mechanikai tulajdonsagait az adott kdzegben. A nyomas-atméro jelleg gorbéket az
erek tornaztatasa utan (0-150-0-150 Hgmm) az intraluminalis nyomas fokozatos emelése
mellett (Iépésenként 10 Hgmm, 0 Hgmm-t6l a 150 Hgmm nyomas eléréséig) vettiik fel.
Minden egyes 1épcsonél az egyensulyi allapot bealltat kdvetden tortént a felvétel €s a mérés.
Ezt kovetden az eret 50 Hgmm-es nyomason 10 percig pihenni hagytuk és nyugalmi
atmérdjét a kalibracios 1d6 leteltével ismét lemértiik. A kovetkezd 1épésben a szervfiirdéhoz
emelkedd dézisban inzulint adtunk (30-100-300-600 mlU/ml; 11U= 0.035mg inzulin) és az
egyes dozisok mellett az eret 8 percig inkubaltuk. A kialakult egyenstlyi allapotban az egyes
dozisokra adott érvalaszt rogzitettiink és az eredményekbdl dozis-hatas gorbét készitettiink.
Kimosast kévetéen egyszeri, nagy dézisu (10°M) tromboxan A; receptor agonistat (U46619)
adtunk a szervflrdéh6z, majd 5 perc inkubacié utan a fenti modszerhez hasonld a
nyomaslépcsok segitségével nyomads-atmérd jelleg gorbéket felvettiik. A tovabbiakban 50
Hgmm-en kimosas nélkiil emelkedd dézisban (10°M, 108M, 107'M, 10°M) koszorusereket
tagito adenozint a adtunk szervfiird6hoz. Az egyes doézisokon az eret 3 percig inkubaltuk,
majd a kiils6 és belsé atméroket rogzitettiik. Végezetiil kalciummentes oldatban husz perces
inkubéciot kovetden a teljesen relaxalt ératmérdket mértiikk a kordbban mar ismertetett
nyomaslépcsé (nullarél 150 Hgmme-re) segitségével. A mérések kalibralasara Wild-féle
mikrométer etalont hasznaltunk.

Biomechanikai szamitasok. Az ér teljes kontrakciojat (Tiejjes) az aldbbi modon
szamoltuk: Tiejjes= 100*(Rygicium mentes-Ru46619)/ Ricicium mentes (%0), @0l Rigicium mentes kalcium
mentes oldatban, mig Ruses9 a tromboxan A, agonista mellett mért érsugar. A spontan
(miogén) tonust (Tnkry igy szamoltuk: Tnkr= 100*( Risicium mentes-Rnkr)/ Riaicium mentes (%0), ahol
Rnkr az ér sugara normal Krebs oldatban. Az adenozine indukalt relaxaciot az emelkedd
dozist adenozin hatasa mellett mért érsugarak (Rage) segitségével szamoltuk: Tage=
100*(Rade-Rua6619)/ Rkalcium mentes (%0). A tangencialis stresszt (TQ swessz) @ Laplace torvény
szerint kalkulaltuk ki: TQ sgressz= P*Ri nkr/ hnkr, ahol P az éren beliili nyomast, R; a bels6
sugarat ¢és hpkr @ normal Krebs oldatban mért falvastagsagot jeloli. A falvastagsagot a kiilsé
(Rk) és a belsé sugar (Rp) kiilonsége ként adtuk meg: h= Ry-Rp, A circumferencialis
inkrementalis elasztikus modulust igy szamoltuk: Einc= (dP/dRi)x 2(Rp X R®)/ (R~ Rp?), ahol
Einc az inkrementalis elasztikus modulus, mig dRx a kiilsé sugarak intraluminalis
nyomasvaltozasra (dP) méretkiilonbségeit jeloli. Az érfal keresztmetszetében mért érfal
gylrtalaku teriiletét (A -érfelszin) a kiils6 és bels6é érsugar valtozasaibol szamoltuk kalcium
mentes oldatban: A=(Rk kalcium mentes % _ Ry klcium mentes 2)*7[. Az inzulin hatas mellett kialakult
maradék értonust (Tin,) az alabbi moédon adtuk meg: Tin,= 100X (Ryaicium mentes ~Rinz)/ Rialcium

mentes (%0),8h0l Ry; az inzulin hatas mellett mért sugar.



Az erek elasztikus rosttartalma. A mikroangiometras vizsgalaton atesett
szegmenssel szomszédos arteriolat formaldehidben fixaltuk €és hematoxylin — eozinnal,
valamint rezorcin -fukszinnal megfestettiik. Az erek miroszkopos képét és morfologiai
valtozasaikat a mar emlitett Axio Panoramic Viewer szofterrel mértiik (3DHISTECH Ltd.,
Budapest, Hungary). A rezorcin-fukszin festett metszetek képében a magenta (“rozsaszin”
szin elnyomja a zoldet az RGB képeken, mely a z6ldszin intezitdsanak csokkenésével jar. Ezt
az intenzitas csokkenést (0-255) az ér endotheljének bels6é felszine felél sugariranyban
mértiik.

Az erek inzulin és D-vitamin receptor (VDR) siiriisége. A paraffinba agyazott
érmetszeteket béta-inzulin receptor és VDR ellenes antitestekkel festettiik meg (BenchMark
ULTRA Automated IHC/ISH slide staining system, Ventana Medical Systems, Inc., Tucson,
AZ, USA). A vizsgalathoz monoklonalis egér anti inzulin receptor beta (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) és poliklonalis nytl anti VDR (Abcam, Cambridge, UK)
antitesteket hasznaltunk. A kiilonboz6 jeloléseket diaminobenzidinnel (DAB) és hematoxilin-
eozin ellenfestéssel tettiik lathatova, melyhez az UltraView Universal DAB Detection Kitet
hasznaltuk (Ventana Medical Systems, Inc., Oro Valley, Arizona, USA). Az erekr6l a
mikroszkopos felvételeket Zeiss Axio Imager rendszerrel (Zeiss, Oberkochen, Németorszag)
készitettiikk. A pozitiv festodésu tertileteket (kiilon az endothelre és a tunica médiara) az ér
Osszteriiletének szazalékaként adtuk meg és az ImageJ szoftverrel mértiik (NIH, Bethesda,
Maryland, USA).

Statisztikai analizis A statisztikai analizis a GraphPad Prism 6.0 programmal
(GraphPad Software, Inc. San Diego, California, USA) tortént. A statisztikai elemzés soran a
kétutas repeated-measures ANOVA modszert hasznaltunk ott, ahol a 4 csoportban két
fliggetlen valtozot teszteliink és a fiiggetlen valtozokban két vagy tobb paraméter volt jelen
(pl. intraluminalis nyomas fliggvényében hasonlitottuk Ossze az egyes csoportok gorbéit). A
diszkrét paraméterek kiértékelésére egyutas ANOVA-t (pl.: testtomeg) a cukorterhelés soran
mért gliikdz és inzulin értékek dsszehasonlitasara kétutas ANOVA-t hasznaltunk. Az adatokat

atlag £ SEM (standard error of the mean - atlag szoras) értékekkel adtuk meg.

Eredmények:

Fenotipus valtozasok és szérum hormon szintek. A kezelés végén (8.hét) a
transzdermalis T kezelést kapott allatok testtomege szignifikansan magasabb volt (VD+/T+
327,8 £8,3 g; VD-/T+ 327,8 £8,3 g; p<0,01), minta nem kezelteké (VD+/T- 282,5 +6,2 g;
VD-/T-296,9+ 3,9 Q).


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sxsrf=ACYBGNTuyLtbesYP_S-p5dM8tS9-PW-nMA:1580074515684&q=Oro+Valley&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME6pKk82VgKzDatMi83KtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1i5_IvyFcISc3JSK3ewMgIAQUMBjVYAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj4guehnKLnAhXLPFAKHSmRA28QmxMoATANegQIDxAE

A D-vitaminhianyos taplalas otszor alacsonyabb 25-hydroxikolecalciferol szérum
szinteket eredményezett (p<0,01), mig a D-vitamin kiegészités effektive megakadalyozta a D-
vitaminhidny kialakuldsat a megfeleld csoportokban. A transzdermalis T kezelést kapott
allatok szérum T szintje (VD+/T- 0,311+0,16, VD-/T- 0,72+0,16, VD+/T+ 4,29+0,56 ¢és VD-
/T+ 5,46+0,56 ng/ml; p<0,01) és 5-DHT szintje (VD+/T- 0,10+£0,01, VD-/T- 0,12+0,02,
VD+/T+ 0,62+0,14 és VD-/T+ 0,60+0,16 ng/ml; p<0,05) szignifikansan magasabb volt, mint
a nem kezelteké. A D-vitaminos, T kezelt allatok leptin szintjei szignifikdnsan néttek a ,,dupla
kontroll” (VD+/T-) allatokhoz képest (p<0.05).

A PCOS-ben jellemz6 petefészek morfologia (sok, kicsi primordidlis tiiszd, kevés
vagy hianyzo sargatest) nem csak T kezelt allatokban, hanem D-vitaminhianyban is kialakult.
Csak a ,,dupla kontroll” csoportban volt jelen a petefészkekben domindns tiisz6, valamint
sargatest. Ezen dllatok intakt Osztrusz ciklusainak szdma az utolsé 14 vizsgélati napon
3,64+0,15 volt. Ehhez képest mar a VD-/T- csoportban szignifikdnsan alacsonyabb ciklus
szdmmal talalkoztunk (2,00+0,23, p<0,05), mig a T kezelt csoportokban az intakt ciklusok
szama dramai csokkenést mutatott (VD+/T+ 0,94+0,21, VD-/T+ 0,36+0,2; p<0,01 mindkét
csoportra vs. VD+/T+).

Transztorakalis szivultrahang vizsgalat és invaziv artérids vérnyomasmérés. A
csoportok kozott nem talaltunk szignifikans eltéréseket sem a vérnyomas, sem a szivultrahang
paraméterek (bal kamrai szisztolés €s diasztolés térfogat, ejekcios frakcid vagy egyéb a bal
kamra hipertrof atalakulasara jellemz6 érték) tekintetében.

A koronaria arteriola geometriaja és sima izom tonusa. Mindkét D-vitaminhianyos
csoportra jellemzd volt a szignifikdnsan alacsonyabb belsé sugar, a sziikebb passziv érlumen

¢s a vastagabb fal. (p<0,01 vs. mindkét VD+ csoport, 1/A abra).
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1. Abra. A Kkoszorisér arteriolidk geometriai jellemzéi D-vitamin pétolt, D-
vitaminhidnyos,teszoszteron kezelés és nem kezelt nostény patkanyokban. A. Falvastagsagok a
teljesen relaxalt arteriolakban (kalcium mentes oldatban). A D-vitaminhianyos erek falvastagsaga



szignifikansan magasabb, mint a pétoltaké (p<0,01). B. Bels6 sugarak teljesen relaxalt arteriolakban
(kalciummentes oldatban). Mindkét D-vitaminhianyos csoport sugarai szignifikinsan alacsonyabbak,
mint a D-vitamin potolt ereké. (p<0,01). A D-vitaminhianyos erek keskenyebbek, sziikebbek és
vastagabb faltiak voltak. Feltiintetett értékek: atlagok +SEM (standard error of the mean — atlag
SZOras)

A D-vitaminhianyos 4allapot a koszorusér arteriola fal “tomegének” valtozasat
eredményezte (falfelfelszin eredmények). A legmagasabb értékekkel a VD+/T- csoport
rendelkezett (20,1 + 3,4 10°um? p<0,01 mindharom mésik csoport). D-vitaminhianyban ezek
az eredmények jocskan alacsonyabbak volt (a VVD-/T- csoportban 11,4 + 1,05 um? a VD-/T-
csoportban 10,9 + 0,91 10° um?). A T kezelés a D-vitaminpétlas ellenére a falfelszin
csokkenését eredményezte (VD+/T+ 14,3 + 1,57 10° pm?).

A D-vitaminhiany és a T kezelés kiilon-kiilon és egyiitt is az erek spontdn tonusanak
szignifikans csokkenését okozta (2/A abra, p< 0,01 mindharom csoport a VD+/T- csoporttal
szemben). Maximalis kontrakciét a tromboxan A, agonistaval (U46619, 1umol/liter 50
Hgmm-en) vizsgalatuk. A belsé sugarbdl szamolt kontrakcié a “dupla kontroll”” (VD+/T-)
esetén 54.6+3.2% volt, melytdl nem tért el szignifikdnsan a VD+/T+ csoport eredménye
(54.1£4.1%). Ezzel szemben mindkét D-vitaminhidnyos csoportban jelentds kontrakcios
kapacitas csokkenés volt észlelheté: VD-/T- 26.7+ 4.7% és VD-/T+ 34.8 £ 1.9% (p<0.01

mindeniitt VD+ és VD- csoportok kozott). Ezt kovetéen adenozin segitségével az erek
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2. Abra. A Korszoriér arteriolak kontraktilis és relaxacié kapacitiasnak jellemzése. A. Miogén
tonus ndvekvo intraluminalis nyomasokon normal Krebs oldatban. Egy vagy mindkét noxa a miogén
tonus szignifikans csokkenéséhez vezetett az egész nyomas tartomanyban(**- p< 0.01 VD+/T- vs
mindharom masik csoport). B. Adenozin relaxacié6 50 Hgmm intralunialis nyomason. A D-vitamin
hiany egyediil (**- p< 0.01) és T kezeléssel (*** - p < 0.001) a relaxacios kapacitas szignifikans
csOkkenését okozta a “dupla kontroll” csoporthoz képest. Feltiintetett értékek: atlagok +SEM



A Kkoronaria arteriola elasztikus tulajdonsagai. Az erck falanak tangencionalis
stressz értékei mindkét D-vitaminhanyos csoportban szignifikdnsan alacsonyabbak volt, mint
a D-vitaminpdtlasban résziiltek csoportoké (p<0.001 50Hgmm feletti intraluminalis
nyomasokon; 3/A abra). Az elasztikus modulust a tangencionalis stressz fiiggvényében is
megvizsgaltuk a fal geometriatol fliggetlen elasztikus tulajdonsagait elemzése céljabol. A 25
kPa (magas stressz) mellett kapott értékek a D-vitaminhidanyos csoportokban szignifikansan
kisebbek voltak a D-vitaminos csoportokhoz képest (VD-/T- és VD-/T+ vs. VD+/T- p<0,001,
VD-/T- és VD-/T+ vs. VD+/T+ p<0,01 és p<0,05; 3/B abra). Ha az elasztikus modulus az
intraluminalis nyomas ellenében abrazoltuk, a “dupla kontroll” csoport az egész
nyomastartomanyban eltérést mutatott a D-vitaminhianyos csoportoktol (p<0,05), mely a
nyomas emelésével a VD-/T+ csoporttal szemben még markansabba valt (3/C abra). A “dupla
kontroll” szovettani eredményei alapjan ezen erek fala szignifikansan kevesebb elasztikus

komponenst tartalmazott, minta masik harom csoporté (p< 0,05).

B p<0.001
| 1
60 p<0.001
VD+/T- (n=11) 3 r_p<001—|

VD+/T+ (n=11)
VD-/T- (n=10)
VD-/T+ (n=10)

010

404

*kk

201

LogE;,. 25 kPa

04

10 50 100 150

VD+/T-VD+/T+ VD-/T- VD-/IT+

Tangenciondlis stressz (kPa)

Intralumindlis nyomas (Hgmm)

tangenciondlis stressz (logkPa) mellett

494 vD+/T- (n=10) O VD+/T- (n=6)
—~ I} vD+/T+ (n=10) - 3004 L VD+/T+ (n=6)
© A VD-IT- (n=10) won 3 <A VD-IT- (n=6)
o 3_—V— VD-/T+ (n=10) $ = N VD-IT+ (n=6)
X =
= 250
D ) =
2 =
= 2 o~ ]
- 200
£ 3
w v
= 17 @ 1501
° 3
R
ot N 100 —T—T—T—T—TTT T T T TTTT
20 40 60 80 100 120 0 2,5 5 7,5 10
Intraluminélis nyomas (Hgmm) Mikrom éter az endotheltdl

3. Abra A Koronaria arteriola elasztikus tulajdonsagai. A. Az erek faldnak tangencionalis stressz
értékei. Mindkét D-vitaminhidnyos csoportban szignifikansan alacsonyabbak, mint a D-
vitaminpétlasban résziiltek csoportoké (***- p<0,001 50 Hgmm feletti intraluminalis nyomasokon). B.
Elasztikus modulus a tangencionalis stressz fliggvényében (geometriatdl fiiggetlen elasztikus



tulajdonsagok). A D-vitaminhidnyos csoportok értékei szignifikansan kisebbek voltak a D-vitaminos
csoportokhoz képest (a szignifikancia az abra felett jelolve). C. Inkrementalis elasztikus modulus. A
“dupla kontroll” csoport eltért a D-vitaminhidny0s csoporttél (p<0,05), mely a nyomas emelésével a
VD-/T+ csoporttal szemben markansabba valt (3/C abra). D. Elasztikus rost stiriség. Ha z6ld szin
alacsony intenzitasu, akkor a rosttartalom magas. A“dupla kontroll” szignifikansan kevesebb
elasztikus komponenst tartalmazott, minta masik harom csoport (*- p< 0,05).

Inzulin rezisztencia: A cukorterheléses vizsgalat ¢homi vércukor és inzulin
értékeiben nem volt a 4 csoport kdzott szignifikans kiilonbség. A VD-/T+ allatok 60 perces
vércukorértékei szignifikansan magasabbak lettek, mint a VD+/T- csoporté (p<0,05, 4/A
abra). Ez az eltérés a 120 perces értékeknél is jelen volt, mely eltérés a VD+/T+ allatok
értékeiben is jelentkezett (4/A éabra, p<0,05 és p<0,01). A VD-/T- allatok 120 perces plazma
inzulin értékei szignifikansan magasabbak voltak, mint a VD+/T- csoporté (4/B abra, p<0,05).
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4. Abra: OGTT alatt mért plazma glukoz (A) és inzulin (B) szintek, szaimitott HOMA Index (C)
és az erek inzulin relaxacioja (D). Tesztoszteron kezelés mellett a ,, dupla kontroll” csoporthoz
képest szignifikdnsan magasabb vércukorértékek voltak mérhetdk (p<0,05 és p<0,01), mig a plazma
inzulin koncentracio valtozatlan maradt OGTT alatt. Ezzel szemben a VD-/T- allatok plazma inzulin
értékei szignifikinsan néttek (pP<0,05) normal cukorterheléses vércukor szintek mellett. Az inzulin
relaxcié mind D-vitaminhidnyban, mint T kezelés mellett karosodott volt (p<0,01).



A szadmitott HOMA IR (inzulin rezisztencia) index mindkét D-vitaminhidnyos
csoportban inzulin rezisztenciat jelezett. (4/C éabra). Az erek inzulin relaxacidja mar egy
karositd tényez6 jelenléte esetén is szignifikansan romlott a kontrollhoz képest (p<0,01, mind
a harom csoportban vs VD+/T-, 4/D abra).

Az erek inzulin és D-vitamin receptor siiriisége. Mind az inzulin (p<0,001, minden
VD- vs VD+ csoport), mint a D-vitamin receptor slirliség magasabb volt a D-vitaminhianyos

csoportokban (p<0,01 és 0,001, minden VD- vs VD+ csoport).

Megbeszélés:

Fenotipus valtozasok. A kezelési protokoll végeztével a T kezelt ndstények szérum T
¢és DHT szintje jelentésen megemelkedett. A T kezelésben nem részesiilt allatok nemi hormon
szintjei normal szinten maradtak, mely szintén bizonyitotta a T kezelés hatasossagat. Az
androgén talstlyos allatok a PCOS-ben észlelt fenotipus valtozasokat mutattak: testtomegiik a
kezelés végére jelentdsen nagyobb volt a kezeletlen allatokéhoz képest, melyet a testtomeg
novekedési index is jol mutatott. A D-vitamin szintek a kezeléstdl elvartak szerint alakultak: a
D-vitamin pétolt allatok hormon szintje a magas normal, mig a D-vitaminmentesen taplaltaké
a korosan alacsony, a felnétt PCOS nékben leirt szérumszintekhez hasonld tartomanyban
mozgott.

A transzdermalis T kezelésben részesiilt néstény patkanyokban az 6sztrusz ciklusok
szama kifejezetten csokkent, melyet a dominans tiiszOk és a sarga test kialakuldsanak hidnya
illetve alacsony aranya is jol mutatott. Megfigyeléseink azt mutattdk, hogy a T kezelésben
nem részesiilt, de D-vitaminhidnyos allatok 6sztrusz ciklusainak szdma is csokkent, melyet a
megfeleld tiisz6 és sarga test szam valtozasa kisért. Mivel a D-vitamin fontos eleme Anti-
Miillerian hormon szignal transzdukcids utjanak, illetve befolyasolja petefészkek a follikulus
stimuldlé hormon érzé¢kenységét, valamin hat a granuloza sejtek progeszteron produkcidjara
is, D-vitaminhianyban a PCOS-hez hasonlé (PCOS-like) petefészek morfologia és ovulacios
zavarok alakulhatnak Ki.

Az arteriolak biomechanikai tulajdonsagai. Megfigyeléseink igazoltak, hogy nem
csak a T kezelés, hanem a D-vitaminhidny is képes volt onmagéaban az arteriolak geometriajat
megvaltoztatni. A D-vitaminhidny kisebb belsé érsugarat és nagyobb falvastagsigot
eredményezett mindkét kezelt csoportban. Androgén talsulyban a koszoruér arterioldkon a
hipotréf remodeling jelei mutatkoztak. A tromboxdn A2 agonist indukalt maximalis
kontrakcids és az adenozin indukalt relaxacidos kapacitds csokkent volt mindkét D-

vitaminhianyos csoportunkban (2/B éabra). A D-vitaminpdtlas javitotta az adott T kezelt



csoport ezen paramétereit. A D-vitaminhidny az ér mindkét iranyt (kontrakcids és relaxacios)
kapacitastartoméanyat csokkentette, mig a T kezelés inkabb a relaxaciot rontotta. Ezekbdl az
adatokbol arra kovetkeztetiink, hogy mindkét korallapot karositja a koszorsér arterioldk
adaptacids képességeit és negativan befolyasolja a szoveti vérdramlas szabalyozasaban
jatszott szerepiiket. Ezen valtozasok hossz tavi kovetkezménye lehet az értonus kronikus
fokozodasa €s a szivizomszovet trofizmusanak novekedése is, melyek mind kdzrejatszanak a
megnovekedett szivérrendszeri riziko kialakulasaban.

Az érrendszer remodellingjének megitélésében az elasztikus paraméterek lehetnek a
segitségiinkre. Mindkét D-vitaminhianyos csoportban csokkent az elasztikus modulus azonos
tangencionalis stressz értékek mellett, melyet az elasztikus rostok ardnyanak valtozasa kisért.

Kiilonb6z6 mechanizmusok alakitjdk ki az inzulin rezisztenciat. Habar nem volt a 4
csoport kozott kiilonbség az ordlis cukorterheléses vizsgalat éhomi vércukor és inzulin
értékeiben, a T kezelés a magasabb 60 és 120 perces vércukor szinteket eredményezett a
megfeleld inzulin szintek valtozasa nélkiil. D-vitaminhidnyban az emelkedett inzulin szintek
normoglikém allapotot tartottak fenn. A két kérallapot egylittes fennallasa esetén a HOMA-IR
novekedését észleltiik. Megtfigyeléseink arra utalnak, hogy két kiilonb6z6 mechanizmus allhat
a folyamatok hatterében. Androgén talsuly esetén az inzulin szintek nem kovetik a
vércukorszint  valtozasait, melynek hatterében a  hasnyalmirigy béta-sejtjeinek
érzékenységében bekovetkezd valtozas éallhat. Ezzel szemben D-vitaminhidnyban az inzulin
elvalasztas fokozott (hiperinzulinémia jelentkezik), mely képes a magasabb vércukorszinteket
csokkenteni. Ezek a megfigyelések felvetik a két kiilonb6zé moédon miikddd, de egyszerre
jelenlévd inzulin rezisztencia lehetdségét.

A két kérosito hatds koziil mar egy jelenléte is elegendd volt ahhoz, hogy az
arterioldkon az inzulin relaxéciot jelentdsen rontsa. Csak a ,,dupla kontrol” csoport mutatott
megfeleld relaxacios valaszt. Az érrendszerben a ,klasszikus” inzulin receptor aktivaciot
kovetden két szignaltranszdukcios ut 1épehet mitkodésben. A foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3-
K) és a mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) dependens ut. A PI3-K ut felelés az
endothelialis NO produkciéo szabalyozasaért, mig a MAPK dependens ut olyan
vazokonstriktor anyagok elvalasztasat noveli, mint az endothelin 1 (ET-1). Amennyiben a
PI3-K ut gatolt valami miatt, ugy lehetséges, hogy a MAPK 1t aktivacioja révén n6 az ET-1

produkcid, mely vazokonstrikciohoz vezethet.



Kovetkeztetések:
Az androgén talsuly ¢és D-vitaminhidny, valamint poétlas érrendszeri  és
anyagcserehatasait kivantuk megfigyelni PCOS patkanymodelliinkben.

o A 8 hetes transzdermalis T kezelés és D-vitaminmentes éttrend sikeresen létrehozta

nosténypatkanyokban a kivant PCOS fenotipust..

Az alkalmazott transzdermalis T kezelés sikeresen létrehozta a tipikus, a PCOS
diagnozisahoz sziikséges fenotipust. A D-vitaminpdtlds részlegesen javitotta az
androgén tulstulyos csoportban az ovulacids aranyt, azonban a petefészkekben a PCOS-
re jellemz6 morfologia igy is jelentkezett Habar, a D-vitaminhiany nem volt kézvetlen
hatassal a nemi hormonok szintjeire, az észlelt fenotipus mégis megfelelt a PCOS
androgén tulsulymentes, oligo-anouvulacids fenotipusanak. A két korallapot egyiittes
fennallasa eredményezte a legrosszabb ovulacids ratat, melybdl arra kovetkeztetiink,
hogy a D-vitaminpétlas fontos része a fertilitasi problémaval kiizdé PCOS-betegek
kezelésének.

) A D-vitaminhiany és az androgén tulsuly legfobb anyagCsSere hatasai egyszerre voltak

vizsgalhatoak:

Kisérletiinkben a metabolikus szindroma és az inzulin rezisztencia mar egy karosito
hatas jelenlétében kialakult. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy az androgén tulsuly
fontos hatéssal van a testtomeg alakuldsara, melyet az irodalmi adatok is alatdmasztanak
(a hiperandrogén PCOS-betegek 75%-a ttlstlyos is). Sem a D-vitaminpotlas, sem a D-
vitaminhiany 6nmagaban nem befolyasolta szignifikansan a testtomeg novekedését.

° A D-vitaminhiany és a T kezelés az érfal morfologiai valtozasdat és elasztikus

remodelingjét okozta.

A D-vitaminhiany kisebb belsé érsugarat és nagyobb falvastagsagot eredményezett,
melyet a T kezelés tovabb rontott. Ugyan kutatd csoportunk korabbi munkaiban a T
kezelés hipertrof érfal atalakulast okozott, ezen vizsgdlat eredményei ennek az
ellenkezdjét latszanak igazolni. Az erek kontraktilis-relaxacios kapacitastartomanyat
mind két hatds karositotta, mely negativan hat a balkamrai szdveti véraramlas fokozott
megnovekedett érfal rigiditasa jellegzetes eltérés volt a D-vitaminhidnyos csoportokban.
Az erek elasztikus elemeinek valtozas mind D-vitaminhianyban, mint androgén
talsulyban megfigyelhetd volt, mely bizonyitékul szolgalhat az érfal korai
remodelingjére.

° A D-vitaminhidny és az androgéntulsuly mas modon vezet inzulin rezisztencidhoz.




A D-vitaminpétlast kapott, T kezelt allatokban a magas posztprandialis vércukor
értékek nem okoztak sem fokozott inzulin elvalasztast, ssm HOMA index valtozast. Az
arterioldk inzulin relaxdcidja karosodott volt barmely koros hatds esetén. A D-
vitaminhiany a T kezeléstol fiiggetleniil magasabb posztprandialis inzulin és HOMA
index értékeket okozott, melyet az inzulin relaxacid romldsa és magas érfali inzulin,
valamin D-vitamin receptor stiriség kisért. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a két
korallapotban két kiilonbozd inzulin rezisztenciaval allunk szemben, melyek egylitt

tovabb rontjak az inzulin érvalaszat.

Eredményeink megerésitik azt a megfigyelést, miszerint mind az androgén tulsuly,
mind a D-vitaminhiany kedvezétlen érrendszeri és anyagcserehatasokkal birnak a koszorus
erek rezisztencia arterioldin. Meg kell jegyezniink, hogy tanulméanyunk a korai valtozasok
bemutatdsara volt hivatott, igy a hosszabb tavl hatdsok felderitése hasznos lehet a jovoben.
Eredményeink illeszkednek a vonatkozo szakirodalomba, melyek az androgén tulstly és a D-
vitaminhidny szerepét hangsulyoztdk PCOS-ben. A két karos hatas egylittes kezelése utat
nyithat a nem kivant anyagcsere és szivérrendszeri megbetegedések kockazatanak

csokkentéséhez.
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Koszonetnyilvanitas:

Ezt a vizsgalatot a Semmelweis Egyetem Klinikai Kisérleti Kutato- és Human Elettani
Intézetében végeztik 2014 és 2015 kozott. Szeretném mindenekelétt megkdszonni dr.
Viarbiré Szabolcsnak, a Semmelweis Egyetem Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinka egyetemi
docensének, témavezetomnek azt a rengeteg aldozatot, segitséget és batoritast mellyel végig
kisérte és segitette munkdmat a vizsgalat megtervezésétdl egészen a disszertacid javitasaig.
Koszonom dr. Nadasy Liszlé Gyirgynek, az Elettani Intézet egyetemi docensének azt a sok
segitséget ¢és jO tanacsot, mely nélkiilozhetetlen volt a kutatas és a publikaciok szamara.
Ko6szonom Dr. Benyo Zoltan és Dr. Monos Emil professzor Uraknak, hogy mindig
érdeklodéssel és tlirelemmel segitették a munkankat, és lehetévé tették, hogy kisérleteinket
elvégezhessiik laborjaikban. K6szonom Dr. Gdl Janos professzor Urnak, hogy lehetdvé tette
azt, hogy kutatdmunkamat mint nappali hallgatd végezhessem el. K6szonom dr. Monori-Kiss
Anndnak ¢és dr. Horvdth Eszter Mdridnak a sok szakmai segitséget ¢és jo tanacsot, mellyel
segitségemre voltak a vizsgalatok ideje alatt. Koszonom Murdnyi Ildikénak, Pal Evinak,
Sziva Réka Eszternek, Magyar Attilanak, Heinzlmann Andrednak, Buday Anndanak, Léndrt
Lillanak, Szekeres Marianak, Miklos Zsuzsannanak, Karvaly Gellért Balazsnak, Patocs
Attilinak, Buday Marianndnak, Tékés Anna-Maridnak, Korsos-Novik Agnesnek, Magyar
Péternek és Benkd Ritanak a munkam soran nyujtott rengeteg kozremukodést és segitséget.

Szeretném haldmat és koszonetemet kifejezni férjemnek, Andrdasnak és kislanyomnak
Elisanak, akik a legnagyobb aldozatot hoztdk azért, hogy ez a dolgozat megsziilethessen.

K06szondm tovabba a csaladom és a baratok mindenkori biztatasat.



