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1 Bevezetés

1.1 Elhizas és az elhizas terapiai

Az elmult évtizedekben az elhizas és annak metabolikus szovodményei a vilag
egyik legnagyobb kozegészségiligyi problémajava valtak. Habar az elhizést
leggyakrabban a tulzott taplalékfelvétel, a fizikai aktivitas hidnya és a genetikai hajlam
okozza, alkalmanként eldidézhetik gyogyszerek, endokrin rendellenességek vagy
mentalis zavarok 1S. Az elhizds egy olyan allapot, melynek soran talzott
zsirfelhalmozodas figyelheté meg a szervezetben. A megndvekedett zsirmennyiség,
kiilonosen a visceralis zsirszoveté, a zsirsejtek rendellenes miikodéséhez vezet. Ez a
lipidanyagcsere megvaltozasahoz, valamint a gyulladasos valaszok kialakulasahoz. A
visceralis elhizds nagymértékben megnoveli szadmos betegség kialakulasdnak
kockazatat, mint példaul a 2-es tipusu cukorbetegség, a nem alkoholos zsirmaj betegség,
a diszlipidémia (zsiranyagcsere-zavar), a sziv- és érrendszeri betegségek, bizonyos
tipusti tumoros megbetegedések, valamint a depresszio.

A tulsuly és az elhizas kezelésének célja a teststly csokkentése és a sulyfelesleg
visszahizasanak megel6zése, valamint az ezzel jardé egészségiigyi kockazatok
csokkentése. A sulycsokkentés az alabbi modszerek kombinacidjaval érhet6 el: életmod
megvaltoztatasa (étrend, fizikai aktivitas), miitét (sulycsokkentd miitét) és gyogyszeres
terapia (étvagycsokkentok, fogyasztd szerek). Jelenleg a piacon csak kevés elhizas
elleni gyogyszer van forgalomban. Az eddig elért jelent6s eredmények ellenére a
jelenlegi elhizas elleni farmakologiai kezelések csak mérsékelten hatékonyak és szamos
mellékhatassal birnak. Ezért tovabbi kutatasok sziikségesek egy Uj stratégia
kidolgozasahoz, mellyel novelheté az elhizas kezelésének hatékonysaga és
csokkenthetdek a mellékhatasok, ideértve a mar hasznalatban 1évé szerek 0j célu

felhasznalasat vagy uj szerek fejlesztését.



1.1.3 Monoamin oxidaz (MAO) gatlék

A monoaminok (epinefrin, norepinefrin, dopamin és szerotonin) a test szamos
fiziologias folyamataban vesznek részt. Emlosokben a MAO-oknak két altipusa van:
MAO-A ¢és MAO-B. A MAO gatloknak két f6 csoportjuk van: szelektiv és nem
szelektiv, ezeken beliil megkiilonboztetiink reverzibilis és nem reverzibilis gatlokat.
Napjainkban a MAO gatlokat leggyakrabban pszichiatriai és neurologiai
rendellenességek kezelésére hasznaljak. Korabbi vizsgalatok azonban kimutattak, hogy
a szemikarbazid-érzékeny amin-oxidaz gatlok és/vagy bizonyos nem szelektiv
irreverzibilis MAO-gatlok kombinalt adasa csokkentheti a testtomeget és a
zsirmennyiség felhalmozodasat diéta altal indukalt elhizasos allatmodellekben. A
szelegilin egy klinikailag széles korben alkalmazott irreverzibilis, szelektiv MAO-B
gatld, amelyet elsdsorban Parkinson-kor, Alzheimer-kor és depresszido kezelésére
hasznalnak. Békési és munkatarsai kimutattdk, hogy a szelegilin (5-10 mg kg™) lipid
gazdag étrenddel (1% koleszterin, 10% olivaolaj) etetett patkdnyokban szignifikdnsan
csokkentette a majban felhalmozdodott zsir mennyiségét, de a testsilyra nem volt
hatassal. Ezért azt feltételeztiik, hogy a MAO gatloknak kedvezé hatasai lehetnek az

anyagcserére elhizasban.

1.2 Sziv- és érrendszeri megbetegedések és terapiai

A sziv- és érrendszeri megbetegedések, mint a szivelégtelenség, a magas
vérnyomas, a kardiomiopatia, a szivritmuszavar €s a koszoruér-betegségek (angina
pectoris és miokardialis infarktus), vilagszerte a vezeté halalokok kozé tartoznak,
kialakulasukban kozel 300 kockazati tényezé jatszik szerepet. A Sziv- és érrendszeri
megbetegedések leggyakoribb tipusa a miokardialis infarktus, melynek soran a sziv egy
részén a véraramlas csokkent vagy leall, oxigén- és tapanyag hianyt okoz a
szivizomban, ezaltal miokardialis nekrozishoz vezet. Vilagszerte a legtobb szivinfarktus
ateroszkler6zis  kovetkezménye, az  atheroscleroticus  plakk  felszakadasa
vérrogképzodést okoz, melynek kovetkeztében a koszortér elzarodik.

A farmakologiai terdpidk célja a sziv- és érrendszeri megbetegedések
megel6zése és a betegek felépiilésének eldsegitése. A jelenlegi sziv- és érrendszeri

gyogyszerek, mint pl. a vérlemezke gatlok, az antikoagulansok, a nitratok, a béta-



blokkolok, a renin-angiotenzin gatlok és a sztatinok alkalmazasa fligg a szivbetegség
tipusatol és a tiinetekt6l. Az ezen a teriileten elért szamos eredmény ellenére még
mindig vannak bizonyos sziv- és érrendszeri megbetegedések, amelyekre nincs
megfeleld terapia. Szdmos tanulmany kimutatta, hogy a kardioprotektiv terapidk
hatékonysagat jelentdsen befolyasoljak az olyan tarsbetegségek, mint az elhizas, a
cukorbetegség vagy a diszlipidémia. Egyre tobb eredmény utal arra, hogy a
megnovekedett autofagia kritikus szerepet jatszik a kardioprotektiv beavatkozasokban,
¢s hogy a MAO gatlds mellett az autofagia potencidlis terapias célpont lehet az

anyagcsere betegségek, valamint a sziv-érrendszeri betegségek kezelésére.

1.2.2 Autofagia

Az autofagia olyan intracellularis lebonté folyamat, amely eliminalja a
felesleges vagy diszfunkcionalis organellumokat, valamint a hosszi élettartamu
fehérjéket. Az emldssejtekben az autofidgia harom f6 tipusat irtdk le: mikroautofagia,
chaperone-medialt autofagia és makroautofagia. A makroautofagia (a tovabbiakban
autofagia) megsemmisiti a sériilt sejtorganellumokat, valamint a fel nem hasznalt
fehérjéket. Az autofagia egymast kovetd I€pésekbdl all: az iniciacios fazis, szeparacios
fazis és lebomlasi fazis. Normalis koriilmények kozott az autofagia alacsony aktivitassal
rendelkezik a sejtekben, azonban a metabolikus stressz, példaul a tapanyaghiany vagy a
hipoxia novelheti az autofagia aktivitasat. Tovabba az autofagia szerepét széles korben
vizsgaltak az anyagcsere-rendellenességek kialakulasaban (inzulinrezisztencia, elhizas,
ateroszklerdzis) kiillonbozé genetikai allatmodellek alkalmazasaval. Ezért az autofagia-
indukald szerek alkalmazasa hatékony kezelés lehet a kardiovaszkularis és anyagcsere

betegségekben.

1.2.3 Autofagiat befolyasolo vegyiiletek

Korabbi vizsgalatok szerint szamos, mar klinikai alkalmazasban alkalmazott
terapias szerr6l kimutattak, hogy elsddleges hatasaik mellett is indukalhatnak autofagiat,
példaul a hidrofob sztatinok, a szevofluran, a szulfafenazol és bizonyos antibiotikumok,
mint példaul a kloramfenikol (CAP) esetében. Kimutattak tovabba, hogy a CAP védi a
szivet az iszkémias/reperfuzios karosodas ellen és fokozza az autofagias

mechanizmusokat. Habar ismert, hogy az autofagia indukcidja sziikséges a



kardioprotektiv mechanizmusokhoz, azonban nem végeztek részletes vizsgalatot arrdl,
hogy a kardioprotekcidhoz az autofagia melyik szakaszanak indukalasara van sziikség.
Ezért azt feltételeztiik, hogy a CAP a szivizomsejtek autofigias mechanizmusanak

bizonyos 1épésének a fokozasaval indukal kardioprotekciot.
2 Célkitiizések

o A szelegilin kezelés metabolikus paraméterekre gyakorolt hatasanak vizsgalata a
magas zsir- €s cukor tartalmu étrend 4ltal kivaltott enyhe elhizdsban.

e Megvizsgalni, hogy a CAP altal indukalt autofagia sziikséges-e a
kardioprotekcidhoz.

e Annak vizsgalata, hogy az autofagia szekvesztracios és/vagy lebontasi fazisa

sziikséges a CAP kardioprotektiv hatasdhoz.

3 Modszerek

Kisérleteinket az USA Egészségiigyi Intézete, valamint az Eurdpai Uni6 altal
aktualisan kiadott iranyelveknek megfelelden végeztiik, kisérleteinket engedélyezte a
San Diego Allami Egyetem, San Diego, Kalifornia és a Semmelweis Egyetem
Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga.

3.1. Kisérleti elrendezés: diéta-indukalt kisérleti elhizas

Him Long-Evans patkanyokat véletlenszertien két csoportra osztottuk: kontroll
diétas (CON) és magas zsir- és cukor (HFS) diétas csoportokra. A CON csoportot
kontroll patkany tappal etettiik, mig a HFS csoportnal a tapot kiegészitettiik 20%
disznozsirral és 15% szukrozzal. A 16. héttdl az allatokat tovabb csoportositottuk
véletlenszeriien, és naponta egyszer szubkutan 0,25 mg kg™ szelegilinnel (CON + S és
HFS + S) vagy vivéanyaggal (CON, HFS) kezeltiik.

Az allatok testsulyat és ¢homi vércukorszintjét havonta mértik. A 24. héten
oralis gliikkoz tolerancia tesztet (OGTT) és inzulin tolerancia tesztet (ITT) mértiink. A
24. héten a taplalékfelvételt 24 6ran at metabolikus ketrecben vizsgéltuk. A 25. héten az
allatokat pentobarbitallal altattuk (60 mg kg™ intraperitonealisan). A hemodinamikai

mérések utan az allatokat terminaltuk. Az epididimalis és intraskapularis barna



zsirszoveteket - az zsirmennyiség valtozasanak markereit - elkiilonitettiik és tomegiiket
megmértiik. Vér- és szovetmintakat gyiijtottiink és -80 © C-on taroltunk (1. &bra).
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1. abra Kisérleti leiras.

Him Long-Evans patkdanyokat kontroll (CON, n = 10) vagy magas zsir- és cukortartalmi (HFS,
n = 10) diétaval etettiink 25 hétig. A CON + S (n = 10) és a HFS + S (n = 10) csoportokat 0,25
mg kg™ szelegilinnel (S) kezeltiik a 16. és 24. hét kizott. A testtomeget és a vércukorszintet
havonta mertiik. A neuropadtiat, a viselkedési teszteket a 22-23. héten mértiik. A 24. héten ordlis
gliikoz tolerancia tesztet (OGTT), inzulin tolerancia tesztet (ITT), taplalékfelvételt mértiink és
komputertomogrdfiat (CT) végeztiink. A 25. héten végeztiink a hemodinamikai méréseket. A
terminalds utan mintakat gyujtottiik.

3.2 Kisérleti elrendezés: CAP hatasa az autofagiara szivsejtekben

A legmegfelelobb modellrendszer kivéalasztasdhoz egy eldkisérlet soran
megvizsgaltuk a CAP hatdsat az autofagiara Ujsziilott patkdny kardiomiocitdkban
(NRCM), H9c2 sziv mioblaszt sejtekben és izolalt patkanyszivben. Azt talaltuk, hogy a
CAP hatasara az autofagia indukalodott izolalt szivben, de nem indukaldédott NRCM
vagy a H9c2 sejtekben. A TAT-HAAtg5 "**® hatékonysagat szintén az elSkisérletben
vizsgaltuk, ahol azt figyeltiik meg, hogy az izolalt szivekben a 200 nM TAT-HA-
Atg5 R beadasa utan 15 perccel az LC3-11/T arany csokkent a kontrollhoz képest.

Ezért a 0 kisérletsorozatban az iszkémia/reperfizios karosodas ex vivo modelljét

alkalmaztuk.



3.3 Teljes testzsir meghatarozas

Az elhizds meghatdrozasahoz a 24. héten komputertomografias (CT) méréseket
végeztiink a NanoSPECT/CT PLUS-al. Az adipozitas indexet a kovetkezd képlettel
szamitottuk ki: (teljes test zsirszovet térfogata/testsuly) x 100. A CT képeken a CTan

szoftverrel értékeltiik ki a szubkutéan és az teljes visceralis zsir mennyiségét.

3.4 Immunhisztokémia

Az immunhisztokémia el6tt a deparaffinizalt metszeteken elvégeztiik az antigén
feltarast. Az endogén peroxidaz aktivitasanak blokkolasa utan a metszeteket szérumban
blokkoltuk (2,5% kecske szérum foszfat pufferes sooldatban). A metszeteket primer
antitesttel, majd masodlagos antitesttel inkubaltuk. A specifikus festést Leica DM3000
LED mikroszkép segitségével vizualizaltuk. A formalin-fixalt mintak, paraffinba
agyazasat kovetden 4 pm vastag szovet metszeteket készitettiink és hematoxilinnel és

eozinnal festettiink.

3.5 Adipocita keresztmetszet
Az adipocitak keresztmetszetét az Adiposoft szoftverrel mértiik. Az adipocita

szovetek teriiletét pm?2-ben kifejezve tovabb hasznaltuk az elemzéshez.

3.6 Total RNS izolalas

A fehér zsirszovetbol (epididimdlis) szarmazo total RNS-t kicsapasos
modszerrel extrahaltuk. Roviden Osszefoglalva, az egyes mintdkhoz RNAzol® RT-t
adtunk és TissueLyser-rel homogenizaltuk. A homogenizatumokat centrifugaltuk, a

DNS-t és a fehérjéket kicsaptuk. Az RNS-koncentraciokat NanoDrop-al mértiik.

3.7 cDNS szintézis és qRT-PCR

A cDNS szintézishez a total RNS-t alkalmaztuk templatként, a gyarto (Sensifast
cDNS szintézis kit) protokollja szerint. A gRT-PCR reakcidkat LightCycler® 480 Real-
Time PCR rendszerrel végeztiik a gyartd protokollja szerint, LightCycler® RNA Master
SYBR Green jelenlétében. Az eredmények kiszamitasahoz a 2log-AACp értékelési

modszert alkalmaztuk.



3.8 Plazma lipid, inzulin és leptin szint mérése

Az alacsony surliségli lipoproteint, a nagy slrliségli lipoproteint és a
triglicerideket plazma mintakbol mértiik a gyartd utasitasa szerint. A hasnyalmirigy
inzulin tartalmanak meghatarozasara poritott pancreasmintakat hasznaltunk, valamint
plazma inzulint is mértiink [(1-125) IRMA Kit]. A plazma leptint ELISA moddszerrel

mértiik a gyarto utasitasai szerint.

3.9 A m4j lipidtartalmianak mérése
A teljes koleszterint és a triglicerideket homogenizalt majmintakbol mértik a
gyarté (Beckman Coulter AU 5800 Klinikai Kémiai Rendszer) altal ajanlott protokoll

szerint. A maj koleszterin- és trigliceridszintjét a fehérjetartalomra normalizaltuk.

3.10 Hemodinamikai mérések
Az artérids vérnyomasméréseket 2F mikrotip-nyomast mikrokatéterrel
végeztiik. Az artérids vérnyomas gorbét a PowerLab adatgyiijté rendszerrel rogzitettiik

¢s a LabChart Software System segitségével elemeztiik.

3.11 Viselkedés és nociceptiv vizsgalatok

Annak teszteléséhez, hogy az elhizas befolyasolhatja-e a motoros aktivitast, a
mozgékonysagot mértiik. Elemeztiik a négy egymast kizaré mozgas fajtaval toltott idot:
agaskodas, mozdulatlansag, helyvaltoztatas és helyben mozgasok. Az 0j objektum
felismerési vizsgalattal (NOR) a ragesalok vizualis felismerési memoriajat vizsgaltuk.

A prediabéteszben és elhizasban el6fordulo szenzoros elvaltozasokkal
Osszefliggd lehetséges neuropatids szovOdmények vizsgédlatdhoz két mechano-
nociceptiv tesztet végeztiink: dinamikus plantaris eszteziométer (DPA) és Randall-

Selitto teszt. A Randall-Selitto tesztet a DPA mérés utan végeztiik el, hogy elkertiljiik az

Osszenyomads esetleges hatasat az érintés érzékenységre.

3.12 NRCM-ek izolalasa és kezelése, HIc2 sejtek kezelése

Az 1jszulott patkanyokat terminaltuk majd a sziviiket eltavolitottuk. A bal
kamrakbol a kardiomiocitdkat emésztéses modszerrel izolaltuk. A sejteket 24 ora
elteltével 1%-0S magzati szarvasmarha szérumot (FBS) tartalmaz6 differencialéd

médiumba tettiik. A tenyésztés 3. napjan a médiumot hordozoval (sdoldat, 5 térfogat%)



vagy 300 uM CAP-mal egészitettiik ki, majd 1 orat inkubaltuk. Ezutan a sejteket
homogenizaltuk, centrifugéltuk és a feliiluszot 6sszegyiijtjiik.

A HO9c2 sejteket 300 uM CAP-al vagy oldoszerrel kezeltiik (CON). A sejteket 1
oran at inkubaltuk, ezutan 200 pl RIPA lizis puffer segitségével felszedtiik. Ezutan a

sejteket homogenizaltuk, centrifugaltuk és a feliiliszot Gsszegyijtjik.

3.13 A K130R eléallitasa

A TAT-HA-Atg5<"*® fehériét BL21(DE3)pLysS E. coli baktériumokbol
tisztitottuk, amelyeket pTAT-HA-Atg5"*°® plazmiddal transzformaltunk. Roviden, a
nyers cellularis kivonatot Ni-NTA oszlopon tisztitottuk, majd PD-10 oszlopon

sOtalanitottuk. A tisztitott fehérjét az ex vivo kisérletekhez hasznaltuk.

3.14 Ex vivo sziv perfuzio

A Sprague-Dawley patkanyokat (250-300 @) i.p. pentobarbitallal altattuk
(30 mg/kg), a véralvadas gatlasara i.v. heparint (100 U/kg) adtunk az allatoknak. A
sziveket kivagtuk, majd Langendorff-médon 15 percig perfundaltuk Krebs-Henseleit-
oldattal (KH). A 15. perct6l kezdve a szivek egy csoportja 300 uM CAP-t tartalmazé
KH-t kapott. Az autofagoszoma képz6dés gatlasahoz a szivek egy masik csoportja a
protokoll elsd 15 percében 200 NM sejtpermedbilis rekombinans TAT-HA-Atg5 %R-t
(CAP+K130R) tartalmazé KH kapott, ezutan csak a 300 uM CAP-ot kaptak. A szivek
egy masik csoportja 300 uM CAP-ot és 10 uM CQ-t (CAP+CQ) kapott a protokoll alatt,
hogy gatolja a CAP-indukalt autofagoszomak lizoszomalis lebomlasat. A tovabbi

csoportok esetében vagy csak 10 uM CQ-val vagy csak 200 nM TAT-HA-Atg5 R-rel
perfundaltuk a sziveket (CQ és K130R; lasd a 2. abrat).
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2. abra Kisérleti leirds.

CAP- Kléramfenikol, CON- Kontroll, K130R- TAT-HA-Atg5"*®® CQ- Klorokin, CK- Kreatin
kindz, CF- korondlis dramldasmérés, WB— Western blot, 1S— Infarktus teriilet.

3.15 Infarktusteriilet, koronaria aramlas és kreatin Kinaz felszabadulas mérése

A perfuzio végén a sziveket 2 mm vastag szeletekre vagtuk, és a jobb kamrakat
eltavolitottuk. A szeleteket 1%-0s trifenil-tetrazolium-kloridba tettiikk, majd 24 6ran at
4%-0s formalinban tartottuk és szkenneltiik. A koronaria aramlasi sebességét a
koronariafolyadék adott idokozonkénti gyiijtésével mértiik a protokoll alatt. A kreatin
kinaz (CK) felszabadulasat a reperfiizio kezdete utani tizedik és huszadik perc kozott

begytijtott korondriafolyadék kolorimetrids vizsgalatdval mértiik.

3.16 Western blot

Egyenl fehérjemennyiséget valasztottunk el Tris-glicin-SDS poliakrilamid
gélen (bal kamra vagy teljes sziv mintak). A fehérjéket polivinilidén-difluorid
membranra vittiik 4&t. A membranokat borji szérum albuminnal vagy zsirmentes, szaraz
tejporral blokkoltuk. A membranokat primer antitestekkel és megfeleld torma-
peroxidazzal  konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A  jeleket

kemilumineszcens technika segitségével detektaltuk.



3.17 Statisztika

Az értékeket atlag + atlagos standard hiba (SEM) formaban adtuk meg. A
statisztikai analizishez kétutas ANOVA-t alkalmaztunk Fisher’s LSD post hoc teszttel
vagy egyutas ANOVA-t Fisher’s LSD post hoc teszttel vagy Student-féle t-proba vagy
nem-paraméteres Kruskal-Wallis tesztet (koronaria aramlasi adatok, 14-20 perc
idépont) a GraphPad Prism 6 szoftverrel. A motoros aktivitishoz statisztikai
értékelésként tobbvaltozos varianciaanalizist végeztiink. A statisztikai szignifikanciat p

<0,05 esetén fogadtuk el.

4 Eredmények

4.1 MAO-B gatlas hatasa enyhe elhizasban

Ebben a kisérletben a HFS ¢és HFS + S csoportokban a testsuly enyhén, de
szignifikansan megemelkedett a 16. héttdl, a vizsgalat végén 14% -os ndvekedés volt
megfigyelhetd, amely mérsékelt elhizast jelent. A kaloriabevétel minden csoportban
hasonld volt, mivel a HFS és a HFS+S csoportokban a taplalékfelvétel lecsokkent. A
szelegilinnek nem volt hatdsa a testtomegre vagy a taplalékfelvételre.

Azt talaltuk, hogy a teljes zsigeri €s szubkutdn zsirmennyiség jelentésen
megnovekedett a HFS diéta hatasara, tovabba a szelegilin kezelés csokkentette a teljes
viszceralis és szubkutan zsirraktarakat. Mig a HFS diétaban az epididimalis zsirszovet
sulya megemelkedett a kontroll csoporthoz képest, a perirenalis vagy barna zsirszovet
mennyiségében nem tapasztaltunk kiilonbséget a csoportok kozott. Tovabba a szelegilin
kezelés jelentGsen csokkentette az epididimalis zsirszovet tomegét a HFS diétaban. Nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a szervtomegekben, a plazma leptin és a lipid szintek
kozott. Megmértiik a pajzsmirigyhormonok vérszintjét is, de nem talaltunk kiilonbséget
az ¢étrend vagy a szelegilin kezelés hatdsdra a csoportok kozott. Tovabba azt
tapasztaltuk, hogy a m4j teljes koleszterin és trigliceridszintje szignifikdnsan magasabb
volt a HFS diétaval etetett csoportokban. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az
elhizas modelliinkben a szelegilinnek nincs hatdsa a ma;j lipidszintjére.

Ebben a tanulmanyban célunk volt a kronikus HFS diéta altal kivaltott gliikoz-
homeosztazis valtozasainak jellemzése. Az OGTT és az ITT vizsgalatok azt mutattak,

hogy a 24. héten a HFS diéta kovetkeztében inzulin tolerancia alakult ki, habar
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¢hgyomri vércukorszint vagy a plazma és a hasnyalmirigy inzulin szintjére nem volt
hatassal a diéta vagy a szelegilin kezelés. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
kronikus HFS diéta prediabetikus allapot kialakulasahoz vezetett.

A visceralis fehér zsirszovet glikozfelvételének vizsgalatdhoz megmértiik a
Glutl és Glut4 expresszidjat. Vizsgalatunkban a HFS diéta jelentésen megnovelte a
Glutl génexpressziojat, de a Glutd-ét nem. A HFS diéta indukalta a Gapdh
expressziojat a zsirszovetben, de a szelegilin nem volt hatassal a Gapdh expressziojara.
Tovabba, hogy a HFS diéta indukalta a Dgat expresszidjat a zsirszovetben, azonban a
szelegilin kezelés nem befolyasolta ezt a paramétert. Azt is megallapitottuk, hogy sem
az étrend, sem a szelegilin nem befolyasolta az Acc, Pnpla2 és Cd36 gén expresszidjat
fehér zsirszovetben. Megallapitottuk azonban, hogy a HFS diéta indukalta Srebp-1c és
Ndufal expressziojat, valamint hogy a szelegilin kezelés modulalta ezen gének
expresszidjat. Tovabba megmértiik a zsirszoveti gyulladasos markerek génexpressziojat.
Nem talaltunk kiilonbséget a Ccl2 expresszidjaban és a makrofagok szamaban az
epididimalis és az ingvinalis fehér zsirszovetben. Azonban a HFS diéta indukalta a Ccl3
gén expresszidjat, amelyet a szelegilin kezelés csokkentett.

Annak megvizsgalasara, hogy a HFS étrend vagy a szelegilin befolyasolja-e a
hemodinamikai paramétereket, megmértiik a szivfrekvenciat, az artérias szisztolés ¢€s a
diasztolés nyomast. Azt tapasztaltuk, hogy a szelegilin jelentdsen csOkkentette a
szisztolés nyomast kontroll diétaval etetett patkanyokban, azonban ez a hatds eltiint a
HFS diétaban.

Célunk volt, hogy modelliinkben megvizsgaljuk a szelegilin hatdsat a motoros
aktivitasra €és a felismeré memoriara. A vizsgélathoz spontan motoros aktivitas tesztet
¢és 1j objektumfelismerési tesztet végeztiink, melynek sordn sem a HFS étrend, sem a
szelegilin kezelés nem befolyasolta jelentdsen a motoros aktivitast vagy a felismerési
memoriat. A neuropdtia és a neuropatias fajdalom jelenlétének kimutatdsara a HFS
diétaban két nociceptiv tesztet végeztiink: Randall-Selitto talpnyomas tesztet és DPA-t.
Az eredmények nem mutattak kiilonbséget a fajdalom kiiszobértékek kozott a csoportok

kozott sem a DPA, sem a Randall-Selitto tesztek esetében.

4.2 A CAP az autofagia szekrécié indukalasaval csokkenti az infarktus méretet
Elokisérleteink soran célunk volt, hogy Osszehasonlitsuk a CAP autofigidra

gyakorolt hatdsat neonatalis kardiomiocitakban, H9c2 sejtekben és ex vivo kezelt
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szivekben. Ezért az autofagidban bekovetkezett valtozasok meghatirozésdhoz a
leggyakrabban hasznalt autofagia markert, az LC3-at hasznaltuk. Az izolalt patkany
neonatalis kardiomiocitakban és a H9c2 sejtekben nem volt szignifikdns kiillonbség az
LC3-II/T aranyban CON és CAP csoportok kozott. A CAP-al perfundalt szivek bal
pitvaraban az LC3-II és az LC3-I aranya 35 perc utan szignifikdnsan megemelkedett a
CON mintakhoz viszonyitva. Mivel a CAP nem indukalt autofagiat az NRCM-ekben és
a H9c2 sejtekben, tovabbi kisérleteinkben az izolalt patkany-szivmodellt hasznaltunk.
Megvizsgaltuk a CAP és a TAT-HA-Atg5<*® hatasat az autofagiaban jelentds LC3
fehérje-expressziojanak alakulasara teljes szivszovetben.

Annak vizsgalatara, hogy az autofagia szekrécios és/vagy lebontasi fazisa
sziikkséges-¢ a CAP kardioprotektiv hatasahoz, ex vivo Langendorff sziv perfizios
kisérleteket végeztiink. A CAP kezelés jelentdsen csokkentette az infarktus méretét és a
CK felszabadulasat a CON szivekhez képest. A TAT-HA-Atg5<®®R-el végzett
elokezelés megakadalyozta a CAP infarktusméret csokkent6é hatasat, mig a CQ-al
torténd eldokezelés nem befolyasolta a CAP altal kivaltott kardioprotekciot. Az izolalt
szivmintakban is megmértikk az LC3 expressziot, melynek soran a Western blot
eredmények azt mutattak, hogy a CAP novelte az LC3-11/1 aranyt. Mikdzben a CQ nem,
viszont a TAT-HA-Atg5 %R csokkentette a CAP altal kivaltott LC3-1I ndvekedést.

Mivel az autofagia kezdeti szakaszatgatldo K130R kezelés hatasara eltiint a CAP
altal indukalt kardioprotekcid, az eredmények azt jelzik, hogy a CAP altal indukalt
kardioprotekcidhoz az autofagoszéma kialakulasa, de nem az autofagoszoma lebomlasa
szilkkséges. A CAP altal modulalt kardioprotektiv jelatviteli mechanizmusok
jellemzésére a RISK/SAFE utvonalban részt vevd fehérjék aktivalodasat mértiik. Azt
tapasztaltuk, hogy az Akt nem, de az Erkl/2 fehérje foszforilacidja jelentGsen

novekedett a CAP kezelés kovetkeztében.
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5 Kovetkeztetések

5.1 A szelegilin mérsékli a HFS diéta altal kivaltott elhizast

Ez az els6 bizonyiték arra, hogy a szelegilin csokkenti a zsirszovet mennyiségét,
modulalja a zsirszovet energia metabolizmusat és enyhiti a HFS diéta altal kivaltott
zsirszoveti gyulladast (3. abra). Kimutattuk, hogy a Srebp-1c, Glutl és Ccl3 HFS diéta
altal indukalt expresszidja zsirszOvetben csokkent a szelegilin kezelés hatasara.
Kisérleteink sordn azonban a szelegilin kezelés nem volt hatdssal a testtomegre, a
gliik6z homeosztazis karosodéasara, ¢s nem befolyasolta a viselkedést. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a szelegilin befolyasolhatja a fehér zsirszovet gliikoz- és lipid
metabolizmusat, €s enyhitheti a fehér zsirszovet gyulladasat.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a MAO-B specifikus gatlasa
szelegilinnel enyhitheti az elhizas karos hatésait, és csokkentheti a sziv- és érrendszeri

betegségek kockazatat, igy a szelegilin adjuvansként szolgalhat az elhizas elleni

MAQO-B s

gétlas >| Elhizas L ]
.|
)

> | Gyulladasy, ]

kezeléshez.

[ Enyhe elhizas

( Modositott
> | zsirszoveti energia
\_metabolizmus

3. abra MAO-B gatlas hatdsa enyhe elhizdasban.

5.2 A CAP csokkenti az infarktus méretét az autofigia szekrécio

indukalasaval

Az irodalomban el6szor kimutattuk, hogy az autofadgianak a szekvesztracios, és
nem a lebontasi fazisa sziikséges a CAP kardioprotektiv hatdsdhoz (4. dabra).
Kisérletiinkben a CAP beadasa csokkentette a myocardialis infarktust ex vivo patkany
szivben. A CAP kezelés kovetkeztében az LC3-1I/1 arany ¢és az Erkl/2
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foszforilaciojanak novekedése volt megfigyelheté a szivben. A CAP altal indukalt

kardioprotekci6 megsziint az autofagia kezdeti szakaszat gatld K130R kezelés hatasara.
Ezért az autofagias mechanizmus szekrécios fazisanak indukalasan alapulo

terapias eszk6zok Kifejlesztése uj terapias lehetéségekhez vezethet az akut miokardialis

iszkémia/reperfuzios karosodas ellen.

Kloramfenikol

TAT-HA-
Atg 5 K130R

Autofagia | 7| Szekvesztracios | — 1 | o 1aci fazis
indukcio fazis

" !

, RISK — Kardioprotekcié
utvonal 1

4.dbra A kloramfenikol dltal kivaltott kardioprotekciohoz az autofigia szekvesztracios

fazisanak kialakuldsa, nem pediqg lebomldsi fazis sziikséges.
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