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|. BEVEZETES, TEMAVALASZTAS

1.1. A szivelégtelenség definicioja, klinikai formai

A szivelégtelenség a sziv strukturalis és/vagy funkcionalis kdrosodéasa kovetkeztében 1étrejovo
komplex klinikai szindréma, mely soran a betegeknél tipusos panaszok és tiinetek 1épnek fel.
A szivelégtelenség tlinetei nyugalomban vagy terhelés hatdsdra az alacsony perctérfogat
¢s/vagy az emelkedett intrakardialis nyomas kovetkeztében jonnek létre.

Az Europai Kardiologus Tarsasag (ESC) 2021-ben kiadott szakmai ajanlasa alapjan a
bal kamrai ejekcios frakcid (BKEF) értéke szerint a szivelégtelenség harom klinikai formajat
kiilonitjiik el: 1. szivelégtelenség csokkent ejekcios frakcioval: BKEF<40% (heart failure with
reduced ejection fraction, HFrEF), 2. szivelégtelenség enyhén csokkent ejekcios frakcioval:
BKEF 41-49% (heart failure with mildly reduced ejection fraction, HFmrEF) és 3.
szivelégtelenség megdrzott ejekcios frakcioval: BKEF>50% (heart failure with preserved

ejection fraction, HFpEF).

1.2. A szivelégtelenség epidemiologiaja, klinikai és tarsadalmi jelentésége

A szivelégtelenség progressziv, rokkantsagot okozd, magas morbiditassal és mortalitassal jard
betegség. Napjainkban vilagszerte kb. 64 millio, Europaban 15 milli6 szivelégtelen beteg é1. A
szivelégtelenség prevalenciaja a nyugati tarsadalmakban 1-2% ko6zé tehetd, a 65 év feletti
populacioban eléri 6-10%-0t, az évente diagnosztizalt uj esetek szama 1-5 eset/1000 lakos, mely
évtizedenként megduplazodik. A szivelégtelenség amellett, hogy jelentdsen rontja a betegek
¢letmindséget, kezelése magas kozvetlen és kozvetett koltséggel jar (korhazi kezelések,
gyogyszerek és a munkaképesség elvesztése), oriasi tarsadalmi, gazdasagi terhet r6 a betegekre,
gondozodikra és az egészségiigyi rendszerekre.

A rendelkezésre allo nem gyodgyszeres, gyogyszeres, eszk0zos €s sebészi kezelési
eljarasok ellenére mindharom szivelégtelenség fenotipus haldlozasa tovéabbra is rendkiviil
magas, a felismerést kovetd elsé évben megkozeliti a malignus betegségek mortalitasat (30-
40%), az 6todik évben pedig elérheti az 60-70%-ot is. Kozvetleniil a korhazi elbocsatast
kovetden a HFpEF progndzisa jobb, ugyanakkor a hosszi tava progndzis €s a korhazi
ujrafelvételek szama a HFrEF-el megegyezd. Az elmult évtizedben végzett epidemioldgiai
vizsgalatok alapjan egyértelmiivé valt, hogy dsszhaldlozas és a kardiovaszkularis halalozas a
HFrEF csoportban magasabb a HFmrEF és a HFpEF csoporthoz képest, a nem
kardiovaszkularis okbol bekovetkez6 haldlozas és hospitalizacio ugyanakkor a HFpEF és a
HFmrEF betegekben gyakoribb. HFrEF betegek talélése az elmult két-harom évtizedben

szignifikansan javult, azonban a HFpEF-ben szenveddké érdemben nem valtozott. Ezen
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jelentés kiilonbség hatterében nagyrészt az allhat, hogy a HFrEF kialakulasahoz vezetd
korfolyamatok viszonylag jol ismertek, HFpEF patofiziologiaja ugyanakkor tovabbra is igen
ellentmondasos. A korfolyamatok pontosabb megértése nagymértékben hozzajarulhat a HFpEF

korai felismeréséhez és a jelenleginél hatékonyabb kezelési stratégiak kidolgozasahoz.

1.3. HFrEF és HFpEF: eltéré etiologia és patofiziologia
A sziv strukturalis és/vagy funkcionalis rendellenességeihez, a bal kamra szisztolés és/vagy

diasztolés diszfunkciojahoz szdmos betegség vezethet. A szivelégtelenség legfontosabb
rizikofaktorai a hipertonia, a korondria betegség, a 2-es tipust diabétesz, az elhizas, a
dohanyzas, az alkohol- ¢és kabitoszer fogyasztas, valamint az irradiacid ¢és bizonyos
kemoterapias szerek alkalmazasa.

A HFrEF legfontosabb okait a jelenleg érvényben 1év6 etioldgiai felosztas alapjan a
szivizomzat kozvetlen karosodasa, a koros kamrai telodési viszonyok és az aritmiak képezik.
A szivizomzat kdrosodasaért a klinikai gyakorlatban leggyakrabban az ischaemias szivbetegség
¢s a primer szivizombetegségek, az un. kardiomiopatidk tehetok feleldssé. A szivizomzat
toxikus agensek hatdsara 1étrejovo, immun/gyulladdsos, metabolikus/infiltrativ, az endokrin
betegségek altal okozott karosodasai ugyancsak kiemelt jelentdségiiek. Koros telddési
viszonyokhoz vezetd koérdllapothoz leggyakrabban a hipertonia, a szivbillentyiik, a perikardium
¢s az endomiokardium betegségei vezetnek. A pitvari €s kamrai aritmiak (pl. pitvarfibrillacio
¢s pitvari fluttern, pitvari tachycardia, kamrai extraszisztolé, kamrai tachycardia), valamint
alacsony kamrafrekvencidval jaré ritmus- és vezetési zavarok (szinuszcsomo-betegség, pitvar-
kamrai blokk) fennallasi idejlikt6l fliggéen szintén szivelégtelenség kialakulasat
ezeken beliil a szimpatikus idegrendszer és a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) -
aktivacioja kiemelt szerepet jatszik. A tartdsan emelkedett neurohumoralis és vazokonstriktor
agensek hatasara a szivizomzat koros srukturalis és funkcionalis atépiilése, un. remodelling jon
létre. HFrEF-ben a remodelling excentrikus megjelenésii és foként szisztolés funkcidzavart
eredményez. Az érintett neurohumoralis rendszerek gatldszerei (angiotenzin konvertaloé enzim
(ACE)-gatlok, angiotenzin receptor-blokkolok (ARB-k) vagy angiotenzin receptor neprilizin
inhibitorok (ARNI), béta-blokkoldk, mineralokortikoid receptor antagonistdk (MRA)) és a
natrium-gliik6z kotranszporter 2 (SGLT2) gatlok a HFrEF kezelésének alappilléreit képezik,
ezeket a gyogyszereket - kontraindikacido vagy intolerancia hidnyaban - minden HFrEF
betegnek kapnia kell (I. osztalyu ajanlés, A evidencia szint).

A HFpEF etiologiai szempontbdl is kiilonbozik a HFrEF-t6l. A HFpEF-ben szenvedd

betegek altaldban iddsebbek, nagyrészt ndk, koztik gyakoribb az elhizas, a hipertonia, a
2



pitvarfibrillacio, ugyanakkor ritkabb a koronaris betegség eléfordulasa. A HFpEF betegeknél
rendszerint szdmos kisérobetegséget (COPD, vashiany, anémia, veseelégtelenség, depresszid)
is fel lehet ismerni. A HFpEF klinikai megjelenése, a betegségben megfigyelhetd strukturalis
¢s hemodinamikai jellemzdk is nagymértékben eltérnek a HFrEF-ben észleltektol.

A diabétesz mellitusz (DM) eléfordulasa szivelégtelenségben egyre nd, a
szivelégtelenségben szenvedd cukorbetegek haldlozasi és hospitalizacios ardnya tovabbra is
kiilonosen magas. A DM a szivelégtelen betegek 20-35%-aban fordul el6, HFpEF-ben ez az
arany még magasabb. A 2-es tipust DM és a HFpEF gyakran egyiittesen fordul eld, hiszen
mindkét allapothoz magasvérnyomas betegség, elhizas és idds kor tarsul. A DM 6nmagéban is
kozvetleniil karositja a szivizomzat felépitését és mikodését, melynek legkoraibb jele a
diasztolés funkcié romlasa. A jelenség patofizioldgiaja a tobb mint harom évtizedes klinikai-
¢s alapkutatds ellenére sem kellden tisztdzott, mely nagyban megneheziti 1) és hatékony
kezelési stratégiak kidolgozasat.

Ismert, hogy a hiperglikémia az extracellularis matrixban, a szivizom anyagcseréjében,
a szivizom kontraktilis rendszerében és a szivizomzatot ellaté erekben szdmos komplex
maladaptiv folyamatot indit el. DM-ben az extracellularis matrix dsszetétele megvaltozik: az I-
es tipusu kollagén felszaporodasa ¢€s a kollagén lebontasaért felelds matrix metalloproteinazok
csokkent expresszidja kovetkeztében az intersticialis és a perivaszkularis fibrozis névekedése
figyelheté meg. A glikacios végtermékek (AGEs) olyan fehérjék vagy lipidek, amelyek aldoz
cukrokkal vald reakcidjuk kovetkeztében nem enzimatikus tton glikalédnak, majd oxidaloédva
kozel irreverzibilis keresztkotéseket hoznak 1étre. Lerakodasuk kozvetlen és kozvetett modon

1s hozz4jarul a balkamrai szivizomzat-fesziilés novekedéséhez.

1.4. Hemodinamikai valtozasok HFrEF-ben és HFpEF-ben
A HFrEF-ben a bal kamra szisztolés pumpafunkcidjanak romlasat (a kontrakcios er6 és a BKEF

csokkenését) hangstlyozzak, mig a HFpEF-ben definicio szerint a bal kamra relaxacids zavarat
- érdemi szisztolés funkciovesztés nélkiil - emelik ki, mely valtozdsok bal kamrai nyomas-
térfogat Osszefiiggések segitségével is illusztralhatoak. A klinikai gyakorlatban a diasztolés
diszfunkcio6 kvantitativan a transzmitralis korai (MV E, mm/s) és késoi pitvari (MV A, mm/s)
aramlasi csucssebesség, az E/A ardny, a bal kamrai diasztolés nyomascsokkenés és bal kamrai
diasztolés telédés echokardiografids paramétereivel jellemezhetd. A diasztolés nyomaslejtd
abnormitasa a -dP/dt csticsértékének csokkenésében, az izovolumetrids relaxacios idé (IVRT)
¢s az ehhez tartozo6 idéallandé (t) megnyuldsaban tikrozodik.

A HFpEF-ben szenvedé betegek nagy része nyugalomban panaszmentes, fizikai

terhelés hatasara azonban 1égszomjérzes, fulladas, esetleg sulyos kisvérkori pangés alakulhat
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ki. A normal viszonyokkal ellentétben terhelés hatasara a bal kamrai végdiasztolés volumen
HFpEF-ben valtozatlan marad, a pulmondlis kapillaris ¢éknyomds (PCWP) viszont
nagymértékben emelkedik. Utobbiak miatt a betegek nehezen tolerdljak az eld- €s utdterhelés
fokozodasat, a diasztolés 1d0 csokkenését (tachycardia) vagy a pitvari kontrakcio kiesé€sét
(pitvarfibrillacid). A koérosan emelkedett bal kamrai téltdnyomds pulmonalis pangashoz,

pitvarfibrillacio, pulmonalis hipertonia, valamint jobb kamra diszfunkci6 kialakulasahoz vezet.

1.5. A HFrEF és a HFpEF gyégyszeres kezelése

Az utobbi évtizedekben az intenziv kutatdsoknak kdszonhetden a szivelégtelenség gyogyszeres
terapidja jelentds fejlddésen ment keresztiil. A bazisterapiat képezd gyogyszerek kozos
jellemzéje, hogy csokkentik a mortalitast, a hospitalizaciok szamat, igy javitjak a betegség
progndzisat. A RAAS-gatlo vegyiiletek koziil kiemelend6k az angiotenzin-konvertdz enzim
(ACE)-gatlok, melyek az ACE medialta angiotenzin I (ATI) és angiotenzin II (ATII) atalakulas
folyamatat gatoljak. Az ACE-gatlok vazodilatacio révén csokkentik a bal kamrai utoterhelést,
az afterload-ot, de a so- és vizretenci6 csokkentése révén a bal kamrai el6terhelésre, a preload-
ra is hatassal vannak. A direkt kardialis hatasok koziil fontos az antiproliferativ, antifibrotikus
¢s anti-remodelling hatas. ACE-gatlo intolerancia esetén az ATII receptoranak (AT1) kézvetlen
gatlasara angiotenzin-receptor blokkolok (ARB-k) alkalmazasaval nyilik lehetéség. A HFrEF-
ben szamos evidencia all rendelkezésre a natriuretikus peptidekhez (NP, pitvari és agyi
natriuretikus peptid: ANP és BNP) kothetd utvonalak szerepérdl is. Ezen peptid hormonok aktiv
formainak pozitiv hatasai koziil kiemelendé a natriurézis, a RAAS gatlasa, valamint az
antiapoptotikus €s antiremodellacios hatasok. A natriuretikus peptidek lebontasaért felelds
neutralis endopeptidaz, neprilizin gatlasaval az aktiv forma szintje ndvelhetd, ezaltal szamos
pozitiv hatas érheté el, ahogyan ezt mara tobb nagy klinikai tanulmany is igazolta. Ennek
megfelelden ARB-vel kombinalva a neprilizin inhibitor, a szakubitril a HFrEF
utvonal befolyasolasa egymast erdsitve jon 1étre. Az MRA-K a natrium-reabszorpci6 gatlasan
keresztlil hatékonyan képesek fokozni a natrium iiritést, tovabba hosszi tadvon szintén
csokkentik a mortalitast, illetve a korhazi kezelések szamat is. A szimpatikus idegrendszer
tulaktivacioja szelektiv Bi-receptor blokkolok segitségével valosithatd meg, melyek ugyan
rovid tavon negativ inotrop hatastak, de hosszabb tavon mindezt ellenstilyozzdk a
mortlitascsokkentd hatasok (pl. remodellacio és RAAS-gatlas, katekolamin okozta miokardialis
toxicitas csokkentés). Az SGLT2 gatlok 2021-ben tobb mérfoldké tanulmany pozitiv
eredményei alapjan  Dbekeriiltek a HFrEF bazisterapiajaba. Az SGLT2 gatlok

hatasmechanizmusa még tovabbra sem teljesen tisztazott, azonban az ismert, hogy a vese
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csokkend gliikkoz és natrium-reabszorpcidja valoszintleg hozzajarul ezen szerek diuretikus
hatasahoz, kovetkeztetésképp hatékonyan csokkentik az intersticialis 6démat és preload-ot is.

A HFTEF els6 vonalbeli gyogyszeres kezelését tehat negy gyogyszercsoport képezi: 1.
ACE-gatlok vagy angiotenzin receptor neprilizin inhibitor (ARNI); 2. béta-receptor blokkolok
(BB); 3. mineralokortikoid receptor antagonistak (MRA); 4. natrium-gliikdz kotranszporter 2
(SGLT2) gatlok.

Azon HFrEF betegek szamara, akik az els6 vonalbeli gydgyszerek ellenére panaszosak
maradnak, un. masodvonalbeli gyogyszerek allnak rendelkezésre. Ebbe a csoportba tartoznak a
diuretikumok, az angiotenzin receptor blokkolok (ARB-k), az ivabradin, a direkt vazodilatator
kombinaci6 (hydralazin+nitrat), a digoxin €s a szolubilis guanilat ciklaz stimulator vericiguat.

Az elmult két évtizedben végzett szdmos klinikai vizsgélat (perindopril (PEP CHF),
irbesartan (I-Preserve), candesartan (CHARM Preserved), spironolakton (TOPCAT), nebivolol
(SENIORS), angiotenzin receptor-neprilysin inhibitor LCZ696 (PARAGON-HF), vericiguat
(SOCRATES-PRESERVED), ivabradin (EDIFY)) ellenére a HFpEF kezelésére 2021-ig nem
allt rendelkezésilinkre olyan bizonyitékokon alapuld terapia, amely a betegek progndzisat
lényegesen javitana. Ennek oka leginkdbb az, hogy a korkép patofiziologidja kelld
részletességgel tovabbra sem ismert. Emiatt nem sikeriilt olyan klinikai szempontbdl fontos
gyogyszer tamadaspontokat azonositani, mely HFpEF esetén - a HFrEF gyogyszeres
kezelésében mar elért - eredményességet biztosithatna. Az érvényben 1év0 szakmai ajanlasok
szerint a HFpEF kezelésének a vérnyomas normalizaldsara, a bal kamra hipertrofia
regressziojanak elosegitésére (ACE-gatlok, ARB-k, MRA-K), a tachycardia megel6zésére (p3-
blokkolok), a normal pitvari kontrakcié fenntartdsdra (antiarritmids szerek, ablacio) és a
pangasos tiinetek csokkentésére (diuretikumok) kell irdnyulnia. A RAAS-re hato szerek
HFpEF-ben tapasztalt relativ hatastalansaga és az Gjabb kutatasi eredmények tehat arra hivjak
fel a figyelmet, hogy a két korkép kapcsan a miokardium mitkddésének humoralis szabalyozasa
is nagymértékben eltéré. HFpEF-ben a specifikus etiologia tisztazasa, a kardiovaszkularis és
nem kardiovaszkularis tarsbetegségek azonositasa €s megfeleld kezelése, a natrium- €s
vizretencié megakadalyozasara diuretikumok adisa javasolt. Ordmteli, hogy 2021-ben a
HFmrEF és a HFpEF betegek kezelésére két SGLT2 gatlo (empagliflozin (EMPEROR-
Preserved) és dapagliflozin (DELIVER)) is hatékonynak bizonyult a kardiovaszkularis
halalozas és a szivelégtelenség miatti korhazi felvételelek szaméanak csokkentésében.

Az eddigiekben azt kivantam megvilagitani, hogy a szivelégtelenség kialakulasanak
kézéppontjaban a bal kamrai szisztolés és/vagy diasztolés funkcid hanyatldsa all. Arra is

hangsulyt kivantam fektetni, hogy a jelenlegi gyogyszeres kezelések a sziv 6sszehuzdodasait és
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elernyedéseit kozvetleniil nem befolyasoljdk. A hagyomanyosnak tekintett és széles korben
elterjedt B-mimetikus pozitiv inotrép hatasu gyogyszerekkel kapcsolatban komoly klinikai
tapasztalat halmozodott fel, mely a klinikusokat alkalmazasuk korlatozasara inti. Az 1j
hatasmechanizmusu, miozin-aktivator pozitiv inotropokkal kapcsolatban jelenleg még kevés a
meggy6z0 preklinikai és klinikai tapasztalat.

Kutatomunkam soran elsdsorban olyan eréfeszitéseket kivantam tenni, melyek segitségével
a bal kamrai szisztolés és disztolés funkcid6 HFpEF-ben és HFrEF-ben jelentkez6 eltérései sejt-
¢s molekularis szinteken is értelmezhetévé valnak. Kutatasi eredményeink a szivelégtelenség
jovobeli kezeléséhez és a pumpafunkcid gyodgyszeres tamogatasahoz nyujtanak wjszerii

tampontokat.

1.6. A szivizomzatban bekovetkezo strukturalis és funkcionalis valtozasok a

szivelégtelenség kiilonb6z6 formaiban

1.6.1. A szivizomzat kontraktilitisdat meghatdrozo tényezék HFrEF-ben és HFpEF-ben

A sziv 6sszehuzodasait a szivizomsejtek kontraktilis fehérjerendszerei (un. miofilamentumok)
hozzak létre, melyek szarkomerekbe rendezddve koordinaljak a sejtrovidiilésekhez és ezaltal
erd- és kamrai nyomas-novekedésekhez vezetd folyamatokat. A szisztoléhoz a szivizomsejtek
koncentraci6 diasztolés szintre torténd csokkenését feltételezi. A szivizomsejt kontrakcidja és
relaxacioja tehat az intracellularis Ca®* koncentracio tranziens emelkedésének és
csokkenésének (roviden a Ca?* tranziensnek) a fiiggvénye. Az un. vékony (dominansan aktin)
és vastag (dominansan miozin) miofilamentumok Ca?*-szabalyozott interakcioja (aktin-miozin
ciklus) hatasara ébred6 er6- és sejthossz-valtozasokra, mint a szivizomsejt aktiv tulajdonsagaira
hivatkozunk. A  szivizomsejt Ca?*-fiiggetlen mechanikai  viselkedését, passziv
tulajdonsagokként jelolik meg. Utodbbiak a szivizomsejt nyujthatdésagat, rugalmassagat
tiikrozik, melyek a miofilamentumokon kiviil a szivizomsejtek citoszkeletalis rendszereinek
koszonhetok. A szivizomsejtek aktiv és passziv tulajdonsagait szdmos paraméter: pl. az
intracellularis Ca®" koncentracio, a miofilamentalis és citoszkeletalis fehérjék mennyisége és
Osszetétele, azok foszforildltsaga, oxidativ allapota, a szarkomerek hossza (pl. kamratagulat
kapcséan), tovabba kiilonbozd élettani és koros jeltovabbitdé mechanizmusok egyiittesen
hatdrozzak meg. A szivizomszovet szisztolés ¢és diasztolés miikddésére a szivizomsejteken
kiviil az extracellularis matrix (pl. a kotészovet szervezddése, a kollagén lerakodassal jard
fibrozis stb.), a perikardialis tér, a keringés hemodinamikai paraméterei és szervezetben

érvényesiild neurohumoralis kontroll egyarant hatast gyakorol. Mindazonaltal a sziv szisztolés
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¢és diasztolés funkcidinak megértéséhez és a koros kontraktilitas javitdsdhoz csak a
szivizomsejtekben érvényesiild folyamatokon keresztiil juthatunk el. Kutatomunkdm soran a
sziv diasztolés funkcidjat befolyasold celluldris tényezok feltardsanak kiemelt figyelmet
szenteltem.

A HFrEF-ben észlelt csokkent szivizomsejt-kontraktilitds hatterében a sejtszintti Ca®*
mozgasokért felelds fehérjemolekulak szerkezeti, funkcionalis valtozasai, a kontraktilis
fehérjerendszer megvaltozott Ca?* érzékenysége és az aktin-miozin keresztkétési ciklus koros
milkodése egyarant allhat.

A HFpEF-re jellemz6 diasztolés diszfunkcio soran a bal kamra telddése lassu, és a
pitvari komponens aranyanak fokozodasa ellenére is csak részleges. Mindezek a kamrafal
merevségét tiikrozik, mely a szivizomsejtek és az extracellularis matrix szerkezet és/vagy
passziv funkciovaltozasai kovetkeztében johetnek létre. Az intracelluldris elemek koziil
elsdsorban a citoszkeleton felépitésében szerepet jatszo oriasfehérjét, a titint €s a mikrotubularis
fehérjéket ovezi figyelem, mig az extracellularis matrixban a kollagén és az elasztin bir
megkiilonboztetett jelentdséggel.

A szivizomsejtek mechanikai tulajdonsagai a miofibrillaris struktara elemi egységeinek
(szarkomerek) hossz-fiiggd viselkedésétél és a Ca®*-szabalyozott aktin-miozin interakci6itol
elvalaszthatatlanok. A szivizomsejtek nyljtasa kapcsan tapasztalt eréndvekedés CaZ*
jelenlétében a Frank-Starling-mechanizmusrél, mig Ca?" hidnyaban a relaxalt izom passziv
rugalmassagarél ad felvilagositast. A szivizomsejtek altal generalt erd Ca?*-fiiggését ép
sejtmembrannal (szarkolemma) hatarolt, intakt szivizom preparatumokon nehéz megitélni,
mert az intracellularis Ca®* koncentracio a szivciklus alatt folyamatosan és igen gyorsan
valtozik. Ez a tény és az intracellularis Ca®" koncentracié pontos mérésének technikai
nehézségei miatt a miofibrilliris eré Ca?*-fiiggésének tanulmanyozisira egyszeriibb
rendszerekre van sziikség. A mérésekhez leggyakrabban szarkolemmajuktol megfosztott,
permeabilizalt szivizom preparatumokat alkalmaznak. Az ilyen preparatumok mioplazmatikus
terében a szabad Ca®" koncentracidja szabalyozhaté, a kialakult erd pedig ellenérzott
szarkomerhosszak mellett egyidejiileg mérhet6. Az egyedi szivizomsejten rogzitett hossz-
fesziilés Osszefiiggés (Gn. Starling-gorbe) csticspontja, 2,2-2,3 um koriili szarkomerhossznal
alakul ki, itt maximalis a miozin és az aktin k6zotti interakcio effektivitasa. A szivizom esetében
a szarkomerhossz ritkan haladja meg a 2,2-2,4 um értéket, a szivizom massziv elasztikus
rendszerei (kollagén, titin) ugyanis megakadalyozzak a miofilamentumok talzott megnytlasat.

A titin, vagy mas néven konnektin 3000 kDa-t meghaladé molekulatomegével az eddig

ismert legnagyobb méretli izomfehérje. A titin molekularis ,,rugoként” miikodve felelds a
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szivizomsejtek Ca®* fliggetlen passziv erejének (Fpassziv) kialakitdsaért. A titin a fél szarkomeren
végighuzodik, kiterjedése a Z lemeztdl az M savig terjed, biztositja a szarkomer magas foku
rendezettségét. Az oOriasfehérje tobb miofilamentalis ¢és regulatorikus fehérjével all
kapcsolatban (pl. miozin nehéz lancok, miozin-k6té C fehérje, miomezin, T-cap fehérje, a-
aktinin, aktin, calpain), részt vesz jelatviteli folyamatokban, mechanoszenzorként érzékelni
képes a diasztolés megnyulds és a szisztolés kontrakcio alatt bekdvetkezd erdvaltozasokat.
Szerepe van a korai diasztolés visszarendezddésben, valamint a Frank-Starling mechanizmusra

jellemz6 hosszfiiggd aktivacioban is.

1.6.2. A miofilamentdlis fehérjék transzkripcios és poSzttranszidacios modosulasai
szivelégtelenségben - kordabbi kutatasi eredmények

Szivelégtelenség sordn a kontraktilis fehérjék expressziojat, foszforilacios és oxidéacios
allapotat érint6 valtozasokrol szamos adat all rendelkezésiinkre.

Emlds szivizomban szovet-specifikus alternativ ,,splicing” mechanizmussal a titin két
izoform4ja taldlhat6 meg: a hosszabb és rugalmasabb N2BA (~3,2-3,7 MDa) ¢s a rovidebb ¢s
merevebb N2B (~3 MDa), melyek ardnya egészséges human szivizomzatban 35:65-re tehetd.
Régcsaloszivben ugyanakkor szinte kizardlag a rovidebb és merevebb N2B izoforma fordul
elé. A titin fehérje nytjthatésagaért a szarkomer I savjaban talalhato, ~1 MDa-0s szakasz a
felelos, amely a proximalis és disztalis immunglobulinszerii (Ig) doméneket, a PEVK
(prolinban, glutaminsavban, valinban és lizinben gazdag) régiot, valamint az N2B elemet
tartalmazza. Az N2BA izoforma N2A elemet is tartalmaz, ezen kiviil egy tovabbi, un. k6zépsd
Ig doménnel és valtozo hosszusagi PEVK régioval rendelkezik, melyek biztositjdk ezen
izoforma magasabb foku rugalmassagat. Az N2BA és N2B titin izoformak aranyanak
megvaltozasa (titin izoforma valtas) hatdssal van a szivizomsejtek passziv fesziilésére.

Kiilfoldi kollaboracids partnereinkkel végzett korabbi vizsgéalatainkban elsdként
mutattunk rd, hogy a HFpEF kialakul4dsdban kdzponti szerepet jatszo diasztolés diszfunkcio
hétterében a szivizomzat koros relaxacioja és a szivizomsejtek Ca?*-t6] fiiggetlen un. passziv
fesziilés értékének megnovekedése felismerhetd. 2005-ben publikalt tanulméanyunkban
HFpEF-ben szenvedd betegek in vivo meghatarozott hemodinamikai paramétereit, valamint a
betegekbdl diagnosztikus  szivkatéterezés soran nyert endomiokardidlis biopszidk
felhasznalasaval az in vitro mért szivizomsejt-funkciot, a miofilamentalis fehérje-Gsszetételt és
a fibrozis mértékét vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a biopszidkbol izolalt, membranfosztott
szivizomsejtekben mért Fpassziv koros mértékben emelkedett. Vizsgalataink legérdekesebb
eredményeként Osszefliggést talaltunk a magas Fpassziv €s a bal kamra diasztolés funkcidjat

jellemz6 in vivo mért paraméterek (pl. bal kamrai végdiasztolés nyomas, miokardialis stiffness
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modulus) kozott. Az emelkedett Fpassziv-0t @ B-adrenerg Gitvonal kulcsenzimével, a protein kinaz
A-val (PKA) tortént kezelés a kontroll csoportban mért értékre csokkentette.

Tekintettel arra, hogy a szivizomsejt Fpassziv-ot membranfosztott szivizomsejteken
hataroztuk meg, az emelkedett Fpassziv hatterében a miofilamentalis fehérjék, feltételezhetden a
titin izoforma Osszetételében és/vagy foszforilaciojaban bekdvetkezd valtozasok allhatnak.
Irodalmi adatok alapjan ugyanakkor a titint éré oxidativ karosodasok is fontos szerepet
jatszhatnak az Fpassiv szabalyozéasaban: példaul az N2Bus régioban oxidacio hatdsara 1étrejovo
diszulfid hidak novelik a szivizomsejtek passziv fesziilését.

A HFpEF betegekb6l diagnosztikus szivkatéterezés soran nyert endomiokardialis
biopszidk elemzése soran az is kideriilt, hogy szivizomsejtek mellett az 6ket koriilvevo
extracellularis matrixban és a szivizomzat mikrovaszkularis rendszerében is szdmos koros
eltérés jon létre. A HFpEF-ben megfigyelhetd endothelidlis diszfunkcid hatterében nagy
valoszintiséggel az endothelium gyulladasos folyamatai allnak. HFpEF-ben megvaltozik az
extracellularis matrix Gsszetétele iS: az intersticialis térben novekszik az I-es tipust kollagén
lerakddasa, elsdsorban perivaszkularis fibrozis alakul ki. Emellett a kollagén lebontasaért
felelos matrix metalloproteinazok expressziojanak csokkenését is kimutattak.

A fentiekben vazlatosan ismertetett hemodinamikai paramétercket, a bal kamra
morfologiat, a szivizomsejtek passziv fesziilését, az extracellularis matrix szerkezetét és a
mikrovaszkulatira kiilonb6z6 szintjeit érintd valtozasok egyiittesen, de vélhetden nem mindig
egyseéges meértekben jarulnak hozza a HFpEF-ben megfigyelheté miokardidlis diszfunkcidhoz.
Tovabba, az elmult években a mitokondralis és energetikai diszfunkciok feltételezett koroki
szerepe is a HFpEF kutatdsok el6terébe keriilt. Mindazonaltal a szivizomsejt hipertrofia, a
csokkent NO termelddés, a kovetkezményes PKG alulmiikodés kovetkeztében 1étrejovo
fokozottt szivizomsejt merevség (Fpassziv novekedés) és a fibrozis jelenleg is kiemelt figyelmet
érdemel a bal kamrai diasztolés diszfunkci6 elemzésekor. A felsorolt résztényezdk HFpEF-hez

rendelhetd patofiziologiai jelentdsége azonban pillanatnyilag még vitatott.

1.6.3. A4 mieloperoxidaz enzim (MPO) szerepe a kardiovaszkularis megbetegedésekben,
oxidativ fehérjekdarosoddsok a szivizom kontraktilis fehérjerendszerében

A miecloperoxidaz enzim egy olyan lizoszomalis hemfehérje, mely a szivizomban a
fehérvérsejtek aktivacidjakor szabadul fel. Az enzimmiikodés kovetkeztében oxidativ szabad
gyokok keletkeznek, melyek hozzajarulnak a szervezet védekezOképességéhez, de a
szivszovetet is karosithatjdk. Az MPO igéretes biomarker szdmos kardiovaszkularis
megbetegedésben, mivel az enzimnek fontos szerepet tulajdonitanak a miokardialis infarktust

kovetd bal kamrai remodelling kialakuldsdban. Az MPO plazmakoncentracidja ugyanakkor
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nem kiilonbozik iszkémias és non-iszkémias kardiomiopatidban, ami az enzim altalanos
szerepére utal.

Szivelégtelenségben a reaktiv oxigén gyokok (ROS) a kontraktilis rendszer erégeneralo
képességét nemcesak indirekt modon (Ca®* homeosztazis zavara, kinazok aktivalasa), hanem a
miofilamentalis fehérjék funkcidjanak direkt karositasa révén is képesek csokkenteni. Mindez
hozzajarulhat a szisztolés és/vagy diasztolés diszfunkciot 1étrejottéhez. A kontraktilis rendszer
oxidativ karosodasa a szarkomerek szintjén, egyes fehérje-aminosav-oldallancok
poszttranszlacios modositasaival valdsul meg, melyeket az alabbiakban részletezem.

Az aminosavlancon beliili metionin (Met) oxidacioja soran metionin-szulfoxid (MetSO)
keletkezik, amely enzimatikusan, a MetSO-reduktaz segitségével képes visszaalakulni a
kiinduldsi aminosavva. A MetSO azonban nagyobb mértékli oxidativ karosodads hatdsara
irreverzibilisen metionin-szulfonna alakulhat.

A cisztein (Cis) aminosav fehérjén beliili szabad SH csoportjainak oxidaciojakor intra-
vagy intermolekularis diszulfid hidak (RS-SR”) keletkezhetnek az instabil szulfénsav (R-S-OH)
intermedieren keresztiil, vagy anélkiil. A szulfénsav tovabbi ROS hatasara szulfinsavva (R-
SO2H), majd szulfonsavva (R-SOsH) alakul. Oxidalt glutationnal torténd reakcidban
glutationilalt tiol (RS-SG), hidrogén-szulfid hatasara szulfhidralt tiol (R-SSH), NO hatasara S-
nitrozilalt tiol (R-S-NO) képzddik, mig nitroxil (HNO) hatdsara szulfinamid, vagy diszulfid jon
létre. Az S-glutationilalas és diszulfid-képzddés reverzibilis, mig a szulfon sav keletkezése
irreverzibilis reakcio. Nem minden, Cis-t érint6 oxidativ poszttranszlacios modositas vezet a
kontraktilis funkcioé csokkenéséhez: enyhe oxidativ stresszt kovetden a fehérjék S-nitrozilalasa
(SNO) kardioprotektiv, HNO hatasara pedig a kalcium-érzékenység ¢€s kontraktilis erd
novekedése figyelhetd meg.

Nagyobb mértékii oxidativ stressz hatasara a szivizomfehérjék karbonilacioja
kovetkezik be. Direkt oxidacioval a fehérjék lizin, arginin, prolin és threonin aminosav
oldalldncain alakulhatnak ki karbonil csoportok. Cisztein, lizin és hisztidin aminosavakon is
kialakulhatnak karbonilszdrmazékok lipidek, karbohidratok ¢és elOrehaladott glikacios
végtermékek (advanced glycation end-products, AGEs) oxidalasaval keletkez0 reaktiv karbonil
gyokokkel torténd masodlagos reakcid soran.

A tirozin aminosavak oxidativ hatdsra nitralodhatnak és klorindlodhatnak. A 3-
klorotirozin az mieloperoxidaz (MPO)-mukodés specifikus markere, mig nitrotirozin
keletkezhet MPO és ONOO™ (peroxinitrit) reakcidi soran is. MPO hatasara a tirozin aminosav
tirozil gyokké is oxidalodhat, majd két tirozil gyok ditirozinnd Osszekapcsolodva fehérje

kereszthidakat képez.
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Az MPO szubsztratja, a hidrogén peroxid (H202) egy stabil és membranpermeabilis
molekula, melynek in vivo koncentracidja nagymértékben fiigg a képzddési és lebomlasi
sebességétol. A Ho02 semlegesitését magas H2O2 koncentracional a katalaz enzim, mig
alacsony H>O. koncentracioknal a glutation-peroxidaz enzim végzi. Amennyiben nem
semlegesitddik, tigy fémionokkal (vas, réz) reakcidba 1épve "OH-t, a mieloperoxidaz (MPO)
enzim ko-szubsztratjaként pedig hipoklorossavat (HOCI) hoz Iétre.

A H20; szivizomra kifejtett hatasai két csoportba sorolhatok: 1. direkt fehérje oxidacio,
melynek sordn a szulthidril (SH)-csoport oxidacié és/vagy karbonilacido megy végbe (aktin,
miozin kénnyiilanc-1 (MLC-1)); 2. indirekt hatasok, amikor a H202 masodlagos messengerként
protein kinazokat aktival (redox signaling, protein-kindz C delta (PKCS), troponin I (Tnl)
foszforilacio). A H202 koncentraciofiiggé modon bal kamrai diszfunkciot okoz patkany szivben
¢s diszulfid-hidképzddést indukal aktin és tropomiozin (Tm) esetében.

Az MPO mitkodése soran ROS-t képez, halogenizacids (klorinacids), illetve peroxidaz
ciklusan keresztiil. Mivel a halogenizacios ciklus két-elektronos oxidacidja soran hipotiocianat
(HOSCN) és kis mennyiségli hipobromossav (HOBr) mellett in vivo leginkabb, kisérleti
koriilményeink kozott pedig kizardlag a nagy reaktivitdasi HOCI keletkezik, ezért a
tovabbiakban az MPO ezen aktivitasara, mint klorindcios aktivitasra hivatkozunk. A peroxidaz
aktivitas miikodése soran reaktiv nitrogén intermedierek (nitrozénium ion (NOY), nitrit, NO>),
tirozil-gyok és ditirozin keletkeznek.

Az MPO mikodése az MPO-inhibitor (MPO-I) 4-aminobenzhidrazid (ABAH)
segitségével gatolhatdo. Az ABAH oxidalédik az MPO Compound I és II altal, és a képzddo
gyOkok az enzimet a klorinacids €s peroxidaz cikluson kiviil al16, lassu turnoverrel rendelkezd
Compund Ill-ba taszitjak, igy mindkét emlitett aktivitas gatlodik. Az MPO gatlasa igéretes
terapias célpont lehet a reperfiizids karosodas kivédésében és/vagy csokkentésében.

A miofilamentalis fehérjék modosulasa a szivizom iszkémia-reperfiizios karosodasa,
valamint reaktiv oxigén gyokok (ROS) és egyes gyulladasos citokinek koros mértékii
felszabadulasa soran is bekovetkezhet. Egy korabbi munkankban a miofibrillaris rendszer
peroxinitrit-indukalt funkcionalis karosodasanak hatterében allo folyamatokat vizsgaltuk
humén szivizomsejteken. Peroxinitrit kezeléseket kdvetden a maximalis Ca?*-aktivalt erd
csokkenésével parhuzamosan a szivizomsejtek harantcsikolatdnak nagymértékii elmosodasat,
valamint az Fpass.iv novekedését tapasztaltuk. A kontraktilis valtozasokat az aktiv erégeneral6d
keresztkotések szamanak csokkenésével magyaraztuk. Megallapitottuk, hogy a peroxinitrit
inkabb strukturalis, mint regulatorikus valtozasokat okoz a kontraktilis rendszerben, hiszen sem

az erdgenerdlds Ca?* érzékenységére és a kontraktilis fehérjerendszeren beliil uralkodd
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kooperativitasra (pCaso és nnin), sem az aktin-miozin ciklus sebességére (ki) nem volt
szignifikans hatassal. Az a-aktinin nitrdlddas mértéke és a humén szivizomsejtek Ca?*-aktivalt
erOgeneralasa kozott forditott aranyossagot mutattunk ki. Az MPO enzim mikodése
kovetkeztében képz6dé ROS szivizomsejtekre Kkifejtett kozvetlen hatasairél azonban
viszonylag kevés adat all rendelkezésre. A miofilamentalis fehérjék, valamint az oOrids
szarkomer fehérje, a titin oxidativ valtozasainak diasztolés diszfunkcioban betoltott szerepe

szintén nagyrészt ismeretlen.

1.6.4. A noi nem és a stressz szerepe kardiovaszkularis megbetegedésekben

A bioldgiai nem fontos szereppel bir a kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasaban, az
alkalmazott terapia hatékonysagaban, valamint a mortalitisban. A menopauza el6tt allé nok
esetén kisebb a kardiovaszkularis megbetegedések kialakuldsanak valosziniisége a menopauzan
mar atesett n0khoz, valamint a férfiakhoz viszonyitva. Menopauza elétt allé6 ndknél kisebb a
BK hipertréfia és remodelling incidencidja, valamint az iszkémia/reperfuzios kdrosodas
mértéke. A HFpEF el6fordulasa viszont gyakoribb idés ndk esetében, melyhez hozzajarul az
elhizas és a diabétesz magasabb prevalencidja, valamint a n6i szivizomzat emelkedett intrinzik
fesziilése is. Ezen megfigyelések a ndéi nemi hormonok (Osztrogén és progeszteron)
kardioprotektiv hatasat val6szintsitik.

Az 0Osztrogén hatdsat magreceptorain (ERa és ERP), valamint membranreceptoran
(GPR30) keresztiil fejti ki. Az Osztrogénreceptorok kimutathatdéak szivizomsejtekben,
fibroblasztokban, endotél- és érfal simaizom sejtekben ndkben és férfiakban egyarant. Az
knockout egéren megnodvekedett bal kamra hipertrofiat és fibrozist, valamint nagyobb
iszkémia/reperfuzios karosodast és nekrozist észleltek. Az 6sztrogén eldsegiti az NO medialt
vazodilataciot, iszkémia/reperfuzios karosodds soran az L-tipusi Ca?* csatornakat S-
nitrozildlva csokkenti a sejtek Ca?* tultoltédését, a ROS termelédés és az apoptozis
csOkkentésén keresztiil antiinflammatorikus és antioxidans hatas.

Stressz allapotokban - mint a kortizol prekurzora - a mellékvese progeszteron termelése
és szekrécidja nemtdl és Osztrogéntdl fliggetleniil emelkedik. A progeszteron gyulladdsos
reakcido gatlasa révén csokkenti az iszkémia/reperfizids karosodds mértékét, emellett a
repolarizacio felgyorsitasaval antiarritmikus hatast fejt ki, és képes gatolni az szivizomsejtek
apoptozisat.

Az ismert kardiovaszkularis rizikofaktorok mellett a pszichoszocialis stressz is karos

hatast gyakorol a kardiovaszkularis rendszerre. Ennek egyik megnyilvanulasa a Takotsubo-
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kardiomiopatia (TCM, stressz kardiomiopatia, ,,broken heart” szindroma). TCM-ban a
katekolamin szint ugrasszeri emelkedése utan a BK apikalis hipokinézise és ballonszerii
tagulata kovetkezik be, melynek hatterében a [o-adrenerg receptorok stimulatorikus G
fehérjérdl (Gs)-rol inhibitorikus G fehérjére (Gi) torténd atkapcsoldodasat és az ennek hatasara
bekovetkezd szivizomsejt kontraktilitds csokkenését valdszintisitik. A szimpatikus
idegrendszer aktivaloddsa a P-adrenerg jelatvitelen keresztiil kdzponti szerepet jatszik a
szivizomsejtek kontraktilis funkcidjanak és Ca?* érzékenységének szabalyozasaban. A
kontraktilis fehérjék (miozink6té C-fehérje (MyBP-C), troponin-1 (Tnl), titin) PKA-medialt
foszforilacigja befolydsolja a szivizomsejtek kontraktilis miikodését. A menopauzéhoz kothetd
hormonalis valtozasok szivizomsejt mechanikara kifejtett hatdsai azonban nagyrészt

feltaratlanok.

1.7. Uj gyogyszeres lehetéség a sziv pumpafunkciéjanak javitasira: miozin aktivatorok

A szivelételenség progresszioja soran az optimalis gyogyszeres €s eszkdzos kezelés ellenére a
betegek allapota gyakorta romlik, elérehaladott szivelégtelenség (,,advanced heart failure™)
alakul ki. Ebben a betegcsoportban a definitiv terapiat a szivtranszplantacio, illetve - bizonyos
betegek esetében - a mechanikus keringéstamogatas jelenti. Ezek a terapias modalitasok az igen
szigoru kritériumok miatt sajnos csak kevés beteg szamara érhetéek el. A betegek nagyobb
hanyadanal a konzervativ, gyogyszeres kezelés keriil alkalmazasra, melynek egyik hatékony
eszkoze lehet a pozitiv inotrop/inodilator kezelés. Ezen szerek hossztavu hasznalata azonban
noveli a mortalitast és nem csokkenti a hospitalizacidk szamat sem. A jelenlegi kutatasok célja
ezért olyan szelektiv, a szivizom kontraktilitast fokoz6 (pozitiv inotrop) gyogyszerek
kifejlesztése, amelyek mar a HFrEF kordbbi stadiumaban is alkalmazhatok és elsddlegesen a
sziv pumpafunkcidjanak javitasat célozzak.

A konvencionalis, ,,upstream” mechanizmusi pozitiv inotrép szerek (dobutamin,
dopamin, milrinon, adrenalin, noradrenalin és szivglikozidok) az intracellularis Ca?*-
koncentraciot  szignaltranszdukcidos és/vagy receptoridlis Utvonalak  modositasaval
befolyasoljak. Ezek a szerek a Pi-receptorok aktivaldsdn keresztiil olyan foszforilacids
folyamatokat inicialnak, melyek végsd soron a szivizomsejtek intracellularis Ca?*-szint
novekedéséhez vezetnek, egyuttal fokozzak a miokardium energiaigényét ¢és
oxigénfelhasznalasat. A hatasukra sokszor kialakulé intracellularis Ca?*-taltdltottség pitvari és
kamrai aritmidk kialakuldsanak kedvez.

A ,.centralis” mechanizmusu gyogyszer, a levosimendan (Levo) ndveli a troponin C

(TnC) Ca?" iranti affinitasat, az ATP-szenzitiv K'-csatorna aktivalasan keresztiil pedig
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vazodilataciot valt ki, ezért ezt a szert inodilatornak is nevezik. A Levo nagyobb
plazmakoncentraciok esetén foszfodiészteraz-3 (PDE3)-gatlo hatast is mutat.

A, downstream” mechanizmust szerek nem befolyasoljak az intracellularis Ca?*-
szintet, igy mentesek a konvencionalis pozitiv inotrop szerek mellékhatasaitol, energetikailag
is kedvezdbbek a szivizomsejteknek. Ezen gydgyszercsoport egy korabbi képviseldje az EMD
53998 (EMD), mely egy enantiomer molekula. Egyik parja downstream mechanizmus utjan
hat, mig a masik PDE3-gatl6 hatassal rendelkezik. Ide tartozik az omecamtiv mecarbil (OM)
¢s a danicamtiv, melyek a miozin-ATPaz aktivitdsanak fokozasaval hatnak, ezért miozin-

aktivatoroknak is nevezik Oket.

crer

------

crer

er6generalas fokozodasa kovet. Teoretikusan igy novekszik az egy ciklus alatti aktin-miozin
interakcidk szdma, lehetévé téve a nagyobb erdkifejtést az oxigénfelhasznalds ndvekedése
nélkiil. Preklinikai vizsgalatok soran igazoltak, hogy az OM jelentésen képes fokozni a
patkanybol izolalt szivizomsejtek kontrakcids erejét, a kontrakcids idé kisfoku elnyujtasa
révén, mindezt a szisztolés intracelluldris Ca?* tranziens befolyasoldsa nélkiil. In vivo
vizsgalatok soran OM hatasara kiilonbozé szivelégtelenség-allatmodellekben a bal kamra
funkci6 javult az oxigénfelhasznalas fokozodasa nélkiil. Az elsd doziskeresd klinikai vizsgalat,
illetve az ATOMIC-HF vizsgalat soran intravénas OM kezelést hasonlitottak 6ssze placeboval,
mig a COSMIC-HF vizsgalatban per os kezelést alkalmaztak, mindkettében HFrEF betegekkel.
A vizsgalatokban az OM javitotta a szisztolés funkciot, novelte a szisztolés ejekcios idot (SET),
jol toleralhat6 és biztonsagos volt, de kismértékii plazma troponin I (Tnl) novekedést okozott,
ami nem fliggott Ossze az alkalmazott dozissal. A GALACTIC-HF vizsgalatban az OM-al
kezelt betegekben szignifikdnsan alacsonyabb volt az elsddleges Osszetett végpont, de a
kardiovaszkularis halalozédsban nem volt kiilonbség. A danicamtiv, mint lj miozin-aktivator,
hasonlo hatdsokat mutatott, de szélesebb terapias ablakot és nagyobb kontraktilis funkcid-javitd
potencialt igért. Fazis I. klinikai vizsgalatok alapjan a danicamtiv biztonsagos, €s szivelégtelen
betegekben javitotta a bal kamra szisztolés funkcigjat. A danicamtivra vonatkozé preklinikai és
klinikai adatok ugyanakkor tovabbra sem egyértelmiiek, kiilondsen ennek az ij miotropnak a

diasztolés funkciodra kifejtett hatdsaira vonatkozoan 1éteznek bizonytalansagok.
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2. CELKITUZESEK

Munkdank sordn a szivelégtelenség kiilonboz6 klinikai formaiban a szivizomzatban bekovetkezd
koros molekularis és sejtszintli valtozasok tanulmanyozasat, valamint az 4j miozin aktivatorok
szivizom kontraktilitasra kifejtett hatasainak vizsgalatat tliztiik ki célul.

Az alabbi konkrét kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Milyen hasonlosagok/kiilonbségek ismerhet6k fel a HFrEF-ben és HFpEF-ben szenvedd
betegek szivizomzataban?

2. Hogyan és milyen mértékben jarul hozza a bal kamrai diasztolés diszfunkciohoz a szoveti
fibrozis, a glikacios végtermékek jelenléte és a szivizomsejt passziv fesziilés-novekedése
diabéteszes és nem diabéteszes HFrEF és HFpEF betegekben?

3. Mi lehet a B-blokkol6 kezelés eltérd klinikai hatasainak molekularis magyarazata HFrEF-
ben és HFpEF-ben?

4. FelelOssé tehetdk-e a titin izoforma Gsszetételében és/vagy foszforildcidjaban bekovetkezd
valtozasok a szivelégtelenségben koros mértékben megnovekedett szivizomsejt passziv
fesziilésért?

5. Hogyan és milyen mértékben jarulnak hozza a MPO peroxidaz és klorinacios aktivitasanak
kovetkeztében létrejové oxidativ miofilamentalis fehérjemodosulasok a bal kamrai
szisztolés ¢és diasztolés diszfunkciohoz? Revertalhatoak vagy kivédhetdk-e a MPO-
indukalt funkcionalis hatasok és biokémiai valtozasok?

6. A ndi nemi hormonok hidnya és az akut stressz hatdssal van-e a bal kamrai izolalt
szivizomsejtek erdgeneralasara? Milyen poszttranszlacios miofilamentalis
fehérjemddosulasok magyardzhatjdk a szivizomsejtek kontraktilis funkcidjdban
bekovetkezd valtozasokat?

7. Milyen hatassal van az OM izolalt, intakt szivizomsejtek szisztolés és diasztolés
funkciéjara, a kontrakci6 kinetikajara, valamint az intracellularis Ca2*-tranziensre in vitro?

8. Hogyan befolyasolja az 0j tipusi miozin-aktivator, a danicamtiv a szivciklus id6tartamait,

a szisztolés és diasztolés funkciot in vivo?
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3. MODSZEREK

3.1. Human, patkany és kutya szivizommintak
Tanulmanyainkban human ¢és allati (patkdny) szivizommintadkat hasznaltunk, melyeket
megfeleld tartositas és fagyasztas utan -80°C-on taroltuk. Az in vitro kisérletekhez intakt

membranrendszerli kutyasziv sejteket izolaltunk.

3.2. Kontraktilis eré mérése izolalt szivizomsejt mérorendszer segitségével

A membranfosztott szivizomsejtek er6generalasat egy Magyarorszagon egyediilallo, személyre
szabott erOméré rendszer segitségével mértilk. A szivizomsejteket homogenizatorral
diszpergaltuk, Triton-X-100 oldattal permeabilizaltuk, majd 15°C-on eréméréseket végeztiink,
a Ca?-fliggd aktiv erét (Fakiv) és a passziv erdt (Fpasszv) aktivald és relaxald oldatokban
hataroztuk meg. A Ca?"-érzékenységet és a fehérjerendszer kooperativitdsat pCa gorbékkel
jellemeztiik. PKA, PKG, gelsolin, BDM, H;02, MPO, valamint antioxidansokkal torténd
kezelések hatasat vizsgaltuk. Az akut stressz €és ovariektomia hatasainak értékelése soran az
Fakiiv-0t, Fpassziv-0t és pCaso-et mértiik kontroll, stresszelt (kontroll-S), ovariektomizalt (OVX)

és stresszelt ovariektomizalt (OVX-S) csoportokban, hasonld protokoll alapjan.

3.3. Fény- és elektronmikroszkopos kvantitativ hisztomorfometria

Az endomiokardialis szivizommintak strukturalis elemzése soran reprezentativ mintdkon
meghataroztuk a szivizomsejt atmérdt (MyD), von Gieson elastica festett szivizommetszeteken
a kollagéntartalmat (kollagén térfogat arany - CVF), a miofibrillaris stiriséget és a glikacios

végtermékek (AGEs) lokalizaciojat és intenzitasat.

3.4. A miofilamentalis fehérjék és a titin izoforma osszetételének és foszforilaciojanak
vizsgalata

A szivizommintadk miozin, dezmin, aktin, troponin T és I, tropomiozin, titin (N2B/N2BA
izoforma), valamint MLC-1 és MLC-2 tartalmat és degradaciojat SDS-PAGE segitségével
vizsgaltuk. A foszforilacios allapotot ProQ® Diamond, mig a fehérjemennyiséget SYPRO Ruby

vagy Coomassie blue festéssel hataroztuk meg.

3.5. MPO Kklorinacios és peroxidaz aktivitasanak mérése

Az MPO klorinacids és peroxidaz aktivitdsanak mérését specialis, kereskedelmi forgalomban
elérhetd kitek segitségével végeztilk. Az MPO+H»0; aktivitas értékeit tekintettiik 100%-nak,
ehhez hasonlitottuk az MPO-I, valamint a Met hatasat.
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3.6. Fehérje SH-oxidacio, karbonilicio és foszforilacié meghatarozasa
A szivizom homogenizatumokat in vitro alkalmazott enzim (MPO), enzim gatld6 (MPO
inhibitor), oxidalé (H202, dithiodipiridin (DTDP)) és redukal6 (DTT, metionin) kezelések el6tt

¢s azokat kovetden molekulatomegiik szerint szétvalasztottuk.

3.6.1. A miofilamentdalis fehérjék SH tartalmanak meghatarozasa Ellman-reakcioval
Az MPO altal kivaltott SH-oxidaciot Ellman-reakcioval vizsgaltuk. A SH-tartalmat NAC
standard sor alapjan, 1 mg liofilizalt szivizomra vonatkoztatva, az id6 kontroll mintdkhoz

viszonyitva szazalékosan adtuk meg.

3.6.2. Feherje oxidacio meghatarozasa SH-csoport biotindldsi modszerrel
A miofilamentalis fehérjék SH-csoportjait biotinnal jeloltiik, majd a fehérjekoncentraciot dot-

blot modszerrel hataroztuk meg. Pozitiv kontrollként DTDP-vel oxidalt mintdkat hasznaltunk.

3.6.3. Fehérje karbonilacio vizsgalata

Humén bal kamrai szivizom mintakat H,O2-vel és MPO-val kezeltiik, pozitiv kontrollként
Fenton-reagenst alkalmaztunk. A karbonil-csoportok derivatizalasa utan a fehérjetartalmat dot-
blot moddszerrel, Sypro Ruby festéssel hataroztuk meg. A karbonildlt fehérjéket ECL
modszerrel detektaltuk. Az OxyBlot™ modszerrel mért karbonilaciét fehérjemennyiségre

normalizaltuk, és karbonilacios indexként (KI) fejeztiik ki.

3.7. A Ca?* szint valtozasok és szarkomerhossz rovidiilések egyidejii mérése

A szivizomsejtek intracellularis Ca2+-szintjét Fura-2 AM fluoreszcens festékkel mértiik, jol
0sszehtizodo és morfologiailag ép sejtek kivalasztasaval. A sejteket 0,1 Hz-es frekvenciaval,
szobahomeérsékleten stimulaltuk, a fluoreszcens emissziot 340 nm és 380 nm hullamhosszakon
detektaltuk az intracellularis Ca®" szint véltozasainak vizsgalatara. Kiilonbdz6 gyogyszerekkel
(OM, Levo vagy EMD) tortént inkubalast kovetéen ismételt téringerléseket kezdtiink és

rogzitettiik a kontrakcidkat és a Fura 2 ardny valtozasait.

3.8. A kontraktilis paraméterek és Ca?* tranziensek jellemzése

A nyugalmi szarkomerhosszat (RSL; um) a steady-state allapot elérése utan, valamint az egyes
kezelések utan rogzitettilk, mikdzben elemeztiik a frakcionalis szarkomerhossz rovidiilést
(FSL; %), az 0sszehizodéas idOtartamat, a kontrakcid €s a relaxacio sebességét. A nyugalmi
Ca?*-szintet a Fura-2 arany alapjan becsiiltiik, mig a Ca?*-tranziensek amplitadéit, kialakulasuk

sebességét, lecsengési kinetikajat és idétartamat is meghataroztuk.
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3.9. Patkanymodell, in vivo kisérletek

Az in vivo kisérleteket 8-12 hetes felndtt Sprague-Dawley patkanyokon (n=14) végeztiik. A
danicamtivot iv. 2 mg/kg doézisban, egyszeri bolusban adtuk be az elézdleg kaniilalt

farokvénaba.

3.9.1. Konvenciondlis echokardiogrifia

A transzthorakalis echokardiografiat (TTE) a Vevo 3100 képalkotdé rendszerrel, magas
frekvencidji transzducerrel végeztiikk, a danicamtiv iv. beadasat kovetéen 5-15 percig. Az
adatgytjtést kiilonbozé modokban (B-, 2D-, M- és Doppler-mddban) €s kiillonb6zo nézetekbol
végeztiik, meghatarozva a szivfrekvenciat, a falvastagsagot, a bal kamra atmérdit, valamint a
diasztolés és szisztolés térfogatokat, frakcionalt rovidiilést, pulzustérfogatot és prectérfogatot.
Tovabba, a diasztolés funkcidt Doppler és szoveti Doppler képalkotassal értékeltiik, mértiik az
aramlési sebességeket ¢és idOtartamokat, valamint kiszdmitottuk az E/e' aranyt, minden

paramétert hdrom szivciklus atlagoldsaval.

3.9.2. Strain echokardiogrdfia

A strain paraméterek meghatarozasat offline végeztik VevoLAB® szoftver segitségével. A
hosszanti ¢s radialis strain paramétereket a PLAX nézetbdl, mig a cirkumferencialis strain
paramétereket a PSAX nézet képeibdl értékeltiik Az iv. danicamtiv beadasa utan elemeztiik a
radialis szisztolés cstcs- és atlagsebesség értékeket (cm/s), a globalis longitudinalis straint

(GLS; %), a globalis cirkumferencialis straint (GCS; %)

3.9.3. Elektrokardiogrdfia

Az echokardiografias vizsgalatokkal parhuzamosan harom elvezetéses EKG monitorizalas
soran az alabbi paramétereket vizsgaltuk: szivfrekvencia, PQ- QRS ¢és QT-idd, korrigalt QT-
intervallum, valamint T-hullam amplitudo. Az értékeléshez 5 egymast kovetd szivciklust

atlagoltunk.

3.10. Adatelemzés és statisztika

Az eredmények értékeléséhez és abrazolasahoz Excel (Microsoft, 2007) és GraphPad Prism 5.0
programokat hasznaltunk. Statisztikai elemzésére varianciaanalizist (ANOVA, Bonferroni- és
Dunnet-posthoc teszt), vagy tobbszinti kevert-hatas linearis regresszios analizist, Ca®*-erd
Osszefliggések 6sszehasonlitasahoz Student-féle paros és parositatlan t-tesztet alkalmaztunk.
A kemilumineszcens (antitestek), fluoreszcens (Sypro Ruby-fehérjemennyiség, Pro Q
Diamond-foszforilacio), valamint Coomassie jelek intenzitdsanak meghatarozasara a gorbe

alatti teriilet mérését Image] és Magic Plot programok segitségével végeztiik. A fehérje
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foszforilacid, nemi hormonok ¢és szivizomsejt funkcid kozotti Osszefiiggéseket linedris
regresszioval hataroztuk meg. Az eredmények kiértékelése és grafikonok elkészitése a
GraphPad Prism 9.0 szoftverben tortént (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Az in vitro mérések soran az egyes csoportokban a kisérletek szama 7 és 11 kozott
valtozott 6 kiillonbozd szivbol. A hattér fluoreszcencia-intenzitasi szinteket a mérések végén
egy szivizomsejt nélkiili régiobol nyertiik és manudlisan kivontuk a fluoreszcencia-
intenzitasokat. Tizennégy patkanyt vizsgaltunk a danicamtiv iv. kezelése el6tt és utan. Minden
kisérlet esetében a kapott eredményeket értékeltiik a normalitds szempontjabol (Kolmogorov-
Smirnov normalitasi teszt), majd paros t-tesztekkel, vagy kdzonséges egyiranyt ANOVA-val,
vagy Kruskal-Wallis-teszttel tobbszords Osszehasonlitassal elemeztilk. A mérési adatokat
atlag+SEM értékekként adtuk meg.

Statisztikailag akkor tekintettiik szignifikdnsnak egy véltozast, ha p értéke kisebb volt,
mint 0,05.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Strukturalis és funkcionalis kiilonbségek HFrEF-ben és HFpEF-ben

Ebbe a vizsgalatba olyan szivelégtelenségben szenvedd betegeket (n=58) vontunk be, akik akut
szivelégtelenség tiineteivel keriiltek korhazi felvételre. Minden betegnél az ischaemias és a
gyulladasos koreredet kizarasara koronarografia és endomiokardialis biopszia vétel tortént.
Mindazokat a betegeket, akiknél a koronarografia szignifikans koszoruér-sziikiiletet, valamint
a szovettani vizsgalat infiltrativ vagy gyulladésos koreredetet igazolt, kizartuk a vizsgalatbol
(n=14). A fennmaradd6 44 beteget a BKEF alapjan HFrEF betegcsoportba (n=22,
BKEF=3442%), valamint az ESC Diasztolés Szivelégtelenség Munkacsoportjanak ajanlasa
szerint meg6rzott BKEF-el és korosan emelkedett bal kamrai végdiasztolés nyomassal
(LVEDP) jellemezheté HFpEF (n=22, BKEF=62+2 %) betegcsoportba osztottuk.

A HFpEF csoportban tobb beteg szenvedett magasvérnyomas betegségben és volt
elhizott, mint a HFrEF betegek kozott. A HFpEF betegekben szignifikansan magasabb LVEDP-
t, szivindexet, bal kamrai falvastagsagot, bal kamrai tomeg index/végdiasztolés nyomas
hanyadost (LVMI/LVEDP) és alacsonyabb végdiasztolés térfogat indexet (EDVI) mértiink,
mint a HFrEF betegcsoportban.

A két betegcsoportbol szarmazo szivizombiopsziak fénymikroszkopos feldolgozasanak
eredményei alapjan a HFpEF betegekben szignifikansan, mintegy 25%-kal nagyobb atméréji
szivizomsejteket talaltunk, mint a HFrEF betegekben. A kollagén térfogat arany (CVF), az
intersticialis fibrozis mértéke nem kiilonbozott a két betegecsoportban. Ha a szivizomsejtek
atmérojét a CVF fliggvényében abrazoltuk szignifikans dsszefiiggést talaltunk a két paraméter
kozott. Ez arra utal, hogy a szivizomsejtek atméré novekedésével parhuzamosan a fibrozis
meértéke is progredial mindkét betegcsoportban.

Az atlagos CVF-et hasznaltuk a HFrEF és HFpEF betegek alacsony (atlag alatti) vagy
magas (atlag feletti) CVF csoportokra valé felosztasahoz. Mind a HFpEF-ben, mind az HFrEF-
ben a legnagyobb miofibrillaris siirliség magas CVF esetén figyelheté meg. Mind alacsony,
mind magas CVF esetén a legnagyobb miofibrillaris stirtiséget HFpEF-ben talaltuk.

Az elektronmikroszkdopos hisztomorfometria segitségével meghatarozott miofibrillaris
stiriiség nagymértékli csokkenését, a miofibrillumok eltinését talaltuk a HFrEF-ben, mig ez a
HFpEF-ben nem volt megfigyelhetd. A mitokondriumok négyzetmikrométerenkénti szama és
a kapillaris bazalis membran vastagsaga hasonl6 volt az HFrEF és a HFpEF esetén.

A szivizomsejtek kontraktilis funkcidjdnak megitélésére a szivizombiopsziakbol
mechanikusan izolalt, membranjaiktél megfosztott szivizomsejteken izometrids eromérést

végeztiink. A HFpEF-ben szenved6 betegek szivizomsejtjeinek Fpassziv értéke szignifikansan
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magasabb volt, mint a HFrEF betegeké. PKA kezelés hatasara az Fpassziv szignifikans mértékben
csokkent mindkét betegcsoportban, az Fpassziv csokkenése nagyobb volt HFpEF-ben, mint az
HFrEF-ben, mivel az Fpass.iv hasonloan alacsony szintre csokkent az HFrEF-ben és a HFpEF-
ben. A maximalis aktivacional mért Fiora nem valtozott a PKA utan egyik csoportban sem.
HFpEF betegek szivizomsejtjeinek Ca®* érzékenysége szignifikansan nagyobb volt, mint a
HFrEF betegekbdl szarmazoké. PKA kezelés hatasara a pCaso mindkét csoportban jelentésen
csokkent, de a Ca?* érzékenység nagyobb mértékii csokkenését tapasztaltuk HFrEF-ben. A
HFpEF betegeknél az Fpassziv korrelalt a betegekben in vivo mért szivizom stiffness modulussal
¢s LVEDP-vel. Ezek az 6sszefliggések hianyoztak HFrEF-ben.

Funkcionalis méréseinket kdvetden arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy a PKA
mértékll novekedésének hatterében. Ennek érdekében a titin izoformak elkiilonitését végeztiik
el - technikai okok miatt t6bb betegbdl 6sszevont - endomiokardialis biopszias anyagon. A
HFpEF szivizomzat titin N2BA/N2B ardnya alacsonyabb volt, mint az HFrEF szivizomzaté.
Az elvégzett egydimenzids gélelektroforézis tehat a rovidebb és merevebb N2B titin izoforma
aranyanak novekedését igazolta a HFpEF betegek szivizomzataban.

A fenti eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a HFpEF és HFrEF betegek klinikai
jellemz6i kozott szamos kiilonbség figyelhetd meg. A HFpEF betegek nagyobb hanyada
szenvedett magasvérnyomas betegségben, cukorbetegségben ¢és volt elhizott. A két
betegcsoport a hemodinamikai paraméterek tekintetében is eltéré volt.

A szivizomzat strukturalis és funkcionalis jellemz6inek 6sszehasonlitasakor HFrEF-ben
alacsonyabb miofibrillaris stirtiséget és Ca?" érzékenységet, mig HFpEF-ben szivizomsejt
hipertrofiat, a szivizomsejtek megndvekedett passziv fesziilését és a Ca®" érzékenység
fokozddasat figyeltiik meg.

Bal kamra hipertrofia jelentlétérél mar beszamoltak HFpEF-ben, ezt jelen vizsgalatban
a normalisnal magasabb LVMI is megerdsitette. Utobbit HFrEF-ben is megfigyeltiink, de a
HFpEF-el ellentétben ehhez csak kisebb mértékii szivizomsejt atmérd ndovekedés tarsult, mely
Osszhangban van a két szivelégtelenség fenotipusra jellemz6 koncentrikus és excentrikus bal
kamrai remodellingel: koncentrikus bal kamrai hipertrofiaban (HFpEF) a szivizomsejtek
transzverzalis iranyban ndének, mikdzben a sejtek hossza alland6 marad, mig excentrikus
hipertrofiaban (HFrEF) a szivizomsejtek aranyos hosszanti és a transzverzalis iranya
novekedése figyelhetd meg.

A szivizomsejt atméré novekedését HFrEF-ben kollagénlerakodas kisérte. HFpEF-ben

a kollagénlerakodas a szivizomsejt atmérd tovabbi novekedésével jart egyiitt. Mivel a
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kollagénlerakodas és a szivizomsejt hipertrofia kialakuldasa mind az HFrEF-ben, mind a
HFpEF-ben jelen volt, az ACE-gatlok, az ARB-k ¢és az MRA-k alkalmazasa, amelyek a
szivizomfibrozis ¢és a maladaptiv hipertréfia ellen hatnak, mindkét szivelégtelenség
fenotipusban indokoltnak tinik. A CHARM vizsgalatban (Candesartan in Heart Failure-
Assessment of Reduction in Mortality and Morbidity) az ARB kandezartan kedvez6 hatasairol
nemcsak HFrEF-ben, hanem HFpEF-ben is beszamoltak.

A CVF-tdl fiiggetleniil a HFpEF betegek szivizomsejt atméréje meghaladta a HFrEF
betegek atmérdértékeit. Ez a kiilonbség HFpEF-ben valdsziniileg a hipertonia jelenlétével
fliggott Ossze, amely a HFpEF betegek 73%-aban, mig a HFrEF betegek csupan 13%-aban volt
megfigyelhetd. A HFpEF betegek 60%-a cukorbetegségben szenvedett, 50%-uk pedig elhizott
volt. A diabétesz és az inzulinrezisztencia kisérleti modelljeiben a sziv hipertrofiajanak
kialakuldsar6l mar kordbban beszdmoltak.

A HFpEF betegekben mért Fpassziv 34%-kal magasabb volt, mint HFrEF betegekben
mérhetd passziv erd érték. A magasabb Fpass.iv hitterében a Ca?* anyagcsere megvaltozasa, vagy
miofilamentélis és citoszkeletdlis fehérjék modosulasa allhat. Mivel a kisérletek eldtt a
szivizomsejtek Triton X-100-ban inkubaltuk, a szarkolemmalis ¢s szarkoplazmatikus
membranok integritisa sériilt, igy Ca?" anyagcsere megvaltozasa nem jarulhatott hozza a
magasabb Fpass.iv kialakulasahoz. Korabbi vizsgalatunkban HFpEF betegek endomiokardialis
biopsziaiban nem talaltunk valtozast a miofilamentalis fehérjék expresszidjaban vagy
foszforilacidjaban, ezért a magasabb Fpass-iv-Ot a citoszkeletalis fehérjék megvaltozott
expresszidjanak vagy foszforilaciojanak tulajdonittuk. Mivel a PKA korrigalta az Fpassiv-Ot, az
érintett citoszkeletalis fehérjéknek foszforilacids helyekkel kell rendelkezniiik. A titin
rendelkezik foszforilacids helyekkel, és PKA altali foszforilacidja csokkenti az Fpassziv-ot izolalt
szivizomrostokban, kiilondsen a titin merev, N2B izoformajanak overexpresszidja esetén. A
jelen vizsgalatban a HFpEF betegek endomiokardialis biopszias mintaiban a merev N2B titin
izoforma magasabb expressziojat figyeltiilk meg. Az Fpassziv csokkenése a PKA utan nagyobb
volt a HFpEF-ben, mint HFrEF-ben, mely szintén 6sszhangban all HFpEF betegek biopszias
mintdiban mért magasabb N2B-expresszioval. A titin izoforma expresszidjanak hasonld
eltolodasat a rugalmas N2BA izoformardl a merev N2B izoforma felé korabban mar igazoltak
kisérleti koriilmények kozott 1étrehozott hipertonia modellben.

A HFpEF betegekben mért Fpassziv €s az LVEDP, valamint a szivizom stiffness modulus
kozott mind a jelen, mind egy korabbi vizsgalatunkban korrelaciot mutattunk ki. Mivel a PKA
korrigalta a magas Fpassziv-ot, a szivizom PK A-aktivitasanak adrenoceptor-stimulacioval torténd

novelése javithatja a balkamra diasztolés funkciojat HFpEF-ben. Az izoproterenol adasa soran
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javulo diasztolés bal kamra funkciot mutattak ki hipertrofias kardiomiopatiaban szenvedd
betegeknél, akik gyakran szenvednek HFpEF-ben is. A PKA mellett érdekes lenne a PKG
hatasanak vizsgalata is, hiszen a PKG miokardialis aktivitasa nitrogén-oxid és foszfodiészteraz
5A-gatlok hatasara novelhetd, a képz6do nitrogén-oxid pedig javitja a diasztolés bal kamra
funkciot egészséges, hipertrofias és elégtelenné valo szivekben is, a szildenafil pedig kedvezo
hatast szivizom hipertrofiaban.

HFpEF betegeken 20%-kal nagyobb volt a miofilamentalis siiriiség, mint a HFrEF
betegekben, mely szintén hozzajarulhatott a HFpEF-ben mért magasabb Fpass.iv-h0z. Az Fpassziv
PKA hatasara hasonlo szintre csokkent HFpEF-ben és HFrEF-ben, ami ellene sz6l annak, hogy
a magasabb miofilamentalis striiség lenne a felelés a HFpEF-ben megfigyelt emelkedett
Fpassziv-€rt. Az alacsonyabb myofilamentalis stirtiség HFrEF-ben a miofilamentalis lebomlasbol
eredhetett. Bar a miofilamentalis stiriség alacsonyabb volt HFrEF-ben, maximalis aktivalaskor
a szivizomsejtek hasonld Fioa-al rendelkeztek, melynek hatterében megvaltozott titin
izoformak vagy a foszforilaciobol eredd fokozott aktin-miozin kdlcsonhatas allhat.

Osszességében kisérleti eredményeink arra utalnak, hogy a bal kamrai szivizomzat
felépitése és mitkodése eltér HFrEF-ben és HFpEF-ben. A megfigyelt valtozasok 6sszhangban
allnak a szivizomzat csokkent kontraktilitasaval HFrEF-ben és magyarazhatjak a kamraizomzat

crer

alatamasztjak a két szivelégtelenség fenotipus klinikai elkiilonitését.

4.2. A fibrozis, a kering6 glikacios végtermékek (AGESs) és a szivizomsejt Fpassziv SZerepe
a diasztolés diszfunkcioban

Ebben a tanulmanyunkban nem diabéteszes ¢és diabéteszes szivelégtelen betegek
endomiokardialis biopszidinak felhasznéalasaval azt vizsgaltuk, hogy a fibrozis, a keringé AGEs
¢s a szivizomsejtek passziv fesziilése hogyan és milyen mértékben jarul hozza a betegekben in
vivo megfigyelhet6 bal kamrai diasztolés diszfunkcid kialakulasahoz.

Hasonld gyogyszeres kezelésben részesiildé nem-cukorbeteg és cukorbeteg, ¢ép
koszoruér-statusszal rendelkezé HFpEF (n=28) és HFrEF (n=36) betegbdl szarmazo bal kamrai
endomiokardidlis biopszidkat dolgoztunk fel, akik koziil 16, illetve 10 beteg volt diabéteszes.
Meghataroztuk a szivizommintak AGEs ¢és kollagén tartalmat, valamint a biopsziakbol izolalt
szivizomsejteken az Fpassziv-Ot.

A diabéteszes betegekben in vivo emelkedett diasztolés fesziilést mértiink tekintet nélkiil
a bal kamrai szisztolés funkciora. HFrEF-ben szenvedé diabéteszes betegekben nagyobb CVF-
t talaltunk. A diabéteszes HFrEF betegekben nagyobb mértékii AGES lerakodast figyeltiink

meg, mint a diabéteszes HFpEF betegekben. Az AGEs lerakddasaval parhuzamosan a
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diabéteszes HFTEF csoportban a mikroerekben az endothelidlis gyulladas markerének, az E-

HFpEF betegekben a szivizomsejt Fpassziv Szignifikansan magasabbnak bizonyult. A
PKA-val tortént kezelés utan az Fpassziv csokkent, kiilondsen a DM*nrper betegekben, és ezaltal
az Fpasszv €értékei Osszehasonlithatova valtak az Osszes betegcsoportban. A DM rper
szivizomsejtekben mért magasabb Fpass.+v-h0z a szarkomer Z-vonal kiszélesedése tarsult, amely
mind az a-aktininre festett immunfluoreszcens, mind az elektronmikroszkopos képeken
szignifikansan nagyobb volt a DM*Hrper-ben, mint a DM urper-ben. A HFpEF betegekben az
Fpassziv korrelalt az stiffness modulussal és a DM id6tartamaval.

Bar a DM-ben megfigyelheté szivizom diszfunkcio leggyakoribb oka tovabbra is a
koszortér-betegség, a DM-hez kapcsolodo hiperglikémia, inzulinrezisztencia és hiperlipidémia
kozvetleniil is hathatnak a szivizomra: pl. a szivizom energianyeréséhez a gliikoz
felhaszndlasrol a zsirsav-oxidacidra all at. A DM altal kivaltott szivizom diszfunkcid els6
klinikai leirasakor a 6 jellemzok a bal kamrai tagulat és a szisztolés bal kamrai diszfunkcio
voltak, ezért ezt az allapotot dilatativ kardiomiopatianak mindsitették. Késobb a diasztolés bal
kamrai diszfunkcidt a diabétesz okozta szivizom-diszfunkcié korai megnyilvanuldsaként
azonositottak. A jelen vizsgalat megerésitette, hogy a diabéteszes betegeknél jelentds
koszoruér-betegség hianyaban is ndvekszik a diasztolés bal kamrai merevség.

A krénikus miokardialis mikrovaszkularis gyulladas - sejtes infiltracid hianyéaban is -
gyakran megfigyelhetd lezajlott miokarditisz utan HFrEF betegekben. Ismert, hogy a gyulladas
elosegiti az AGE felhalmozodasat, a tartds mikrovaszkularis gyulladas pedig CML
lerakodashoz vezet a kis intramiokardialis erekben. Jelen vizsgalatban nem figyeltiink meg
intersticialis CML lerakodast, melynek hatterében - szemben a kezeletlen ragesalo DM
modellekkel - a betegek jobb glikémias kontrollja (antidiabetikus és inzulin kezelés) allhat. Az
endothelialis AGE lerakodas klinikai jelentdségét korabban mar igazoltak hipertonis
betegekben, akiknél a keresztkotés-bonto kezelés javitotta az endothelfunkciot.

Jelen vizsgalatban magasabb CVF-et figyeltiink meg a DM*hrer, mint @ DM wrer
betegekben. A DM wrier betegekben a fibroblasztok aktivalodasa a korabban emlitett AGE
lerakddas, a protein kindz C aktivaloddsa vagy a magas intracellularis glilkozkoncentracid
kovetkezménye lehetett.

A DMTuroer betegekben magasabb stiffness modulust mértiink, mint a DM Hrper
betegekben. A magasabb SM inkabb a szivizomsejtek Fpassziv-javal és kevésbé az AGEs
lerakodassal fiiggott Ossze. Az emelkedett Fpassziv proteinkinaz A altali korrekcidja a

miofilamentalis vagy citoszkeletalis fehérjék foszforilacids deficitjére utal. A DM nrper
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szivizomsejtekben a magas Fpassziv-hoz a  Z-vonal Kiszélesedése tarsult. A Z-vonal
kiszélesedését nebulin vagy izom-LIM fehérje knockout transzgenikus egerekben mar leirtak.
A jelen tanulmany ugyanakkor az els6é, amely Z-vonal megvastagodasarol szamol be human
szivizomzatban, ennek hatterben a citoszkeletalis fehérjék megvaltozott tulajdonsagai
allhatnak.

Eredményeink arra utalnak, hogy diabéteszes szivelégtelen betegekben a szivizom
megnovekedett diasztolés fesziiléséért eltéré mechanizmusok feleldsek: HFrEF-ben elsésorban
a fibrozis és az AGEs lerakddasa, mig HFpEF-ben a hipertrofias szivizomsejtek korosan
emelkedett passziv fesziilése jatszhat szerepet. Mindezek alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy a
DM két kiilonbodzo utvonal aktivalasa révén karosithatja a sziv kontraktilis funkciojat: a “AGEs
lerakodas-gyulladas-fibrozis” utvonal a HFrEF-re, a “szivizomsejt hipertroéfia-megnovekedett
szivizomsejt passziv fesziilés” utvonal a HFpEF-re jellemz6. Ugyanakkor HFrEF-ben a “AGEs
lerakodas-gyulladas-fibrozis™ utvonal aktivalodasa nemcsak a diasztolés, hanem a szisztolés
funkciot is rontja. Mivel a két betegcsoportban az ¢hgyomri vércukorszint, HbAlc érték,
valamint a diabétesz fennallasanak ideje is hasonld volt, a szisztolés funkcid romlasaért
valoszintileg a hattérben allo virusos miokarditisz vagy toxikus szivizom karosodas tehet6

felel6ssé.

4.3. A B-blokkolo kezelés eltéré molekularis hatasai HFrEF-ben és HFpEF-ben

Arra a kérdésre, hogy a HFrEF-ben és HFpEF-ben a bal kamrai szivizomzat felépitésében és
miukodeésében korabban ismertetett kiillonbségek magyarazhatjdk-e a B-blokkolokkal folytatott
klinikai tanulmanyok eltéré kimenetelét (egyértelmiien pozitiv hatas HFrEF-ben, nem
meggy6z6 eredmények HFpEF-ben) B-blokkold kezelésben igen és abban nem részesiild
HFpEF és HFrEF betegekbdl nyert bal kamrai szivizommintakat hasonlitottunk dssze.

A szignifikans koszortér-betegségben nem szenvedd, B-blokkold kezelésben nem és
abban részesiil6 betegeket négy csoportra osztottuk: B-vrper (n=16), B+urper (n=16), B-HFEF
(n=17) és Pturer (N=22). A betegek szivizommintaiban hisztomorfometriai modszerrel
meghataroztuk a miokardialis CVF-t, a szivizomsejt atmérét, ProQ Diamond festési eljarassal
a miofilamentalis fehérjék foszforilacigjat, valamint Western immunoblot segitségével a [3-
adrenerg jelatviteli iitvonal és a szivizomsejtek Ca?" homeosztazisaban kulcsszerepet jatszo
fehérjék expresszigjat. A biopsziakbol izolalt, membranfosztott szivizomsejteken erdméréseket
hajtottunk végre.

A B-blokkold kezelés szivizomzatra kifejtett hatdsai egyrészt hasonldak voltak a két
betegcsoportban, masrészt jellegzetesnek mutatkoztak HFpEF-re vagy HFrEF-re. A

miokardialis CVF szignifikansan alacsonyabb volt a HFpEF-ben, mint a HFrEF-ben, HFpEF-
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ben a B-blokkolod kezelés alacsonyabb miokardialis CVF-el tarsult. A szivizomsejtek atmérdje
szignifikansan nagyobb volt HFpEF-ben, mint HFrEF-ben, a B-blokkolo terapia HFpEF-ben
jart egylitt a szivizomsejt atmérd csokkenésével. A miofibrillaris siirliség szintén magasabb volt
HFpEF-ben, mint HFrEF-ben, de nem volt 6sszefiiggésben a B-blokkold terapiaval.

A B-blokkoléval kezelt HFrEF és HFpEF betegekben magasabb Faxiv és pCaso értékeket
mértiink. A kezelés HFpEF-ben novelte, HFrEF-ben nem valtoztatta meg az Fpassziv-0t. A PKA
kezelést kovetden a szivizomsejt Fpassziv mind a négy betegcsoportban csokkent, de a B-
blokkolot kapd HFpEF betegekben szignifikansan magasabb maradt. A pCaso PKA kezelést
kovetden az Fpassziv-hoz hasonld tendenciat kovetett: mind a négy csoportban csokkent, és a 3-
blokkolot kapdo HFpEF-betegeknél magasabb maradt. Az in vivo B-blokkold kezelés tehat az
izolalt szivizomsejtek kiindulasi és PKA-indukalt kontraktilis funkcioinak Osszetett in vitro
valtozasaival jart egylitt, amely kiilonb6zott a HFpEF és a HFrEF betegcsoportok k6zott.

A B-blokkolo kezelés mind a HFpEF, mind a HFrEF betegeknél a troponin I (Tnl) és a
miozinkot6 fehérje C (MyBP-C) alacsonyabb foszforilacidjaval jart egylitt, de nem volt hatassal
mas miofilamentalis fehérjék foszforilacios statuszara.

A B-adrenerg receptor jelatvitelében részt vevo fehérjék koziil a B1AR, a GRK2 és a
GRKS5 expresszidja magasabb volt HFrEF-ben, mint a HFpEF-ben, de a B-blokkolo kezelés
nem befolyasolta. A B-blokkolo kezelés HFpEF-ben csokkentette az aktivalo G fehérje (Gs)
expressziojat, ugyanakkor a gatlo G fehérje (Gi) expresszidja kizarolag HFrEF-ben csokkent.
A szarkoplazmatikus retikulum (SR) Ca?*-ATPaz (SERCA2a) és a foszfolamban (PLB)
expresszios szintjében a B-blokkold kezeléssel kapcsolatos kiilonbségeket nem figyeltiink meg
HFrEF és HFpEF kozott.

Jelen tanulmanyban a CVF kizarolag a B-blokkoloval kezelt HFpEF betegek esetében
volt alacsonyabb, a HFrEF betegekben nem. Ez a megfigyelés alatamasztja a korabbi
tanulmanyok eredményeit, amelyek az elérehaladott miokardialis fibrozist HFrEF-ben a (-
blokkol6 terapia rossz kimenetelének fontos eldrejelzdjeként azonositottdk. A P+urper
betegekben megfigyelt alacsonyabb CVF értékkel parhuzamosan a szivizomsejt hipertrofia
csokkenése is megfigyelhetd volt. Spontan hipertonids patkanyokban a bisoprolol nem, az
ACE-gatlo perindopril azonban visszaforditotta a szivizomsejt hipertrofiat. Ez a vizsgalat arra
utal, hogy B+Hrper betegekben a szivizomsejt hipertrofia visszafejlédésében esetleg a csokkent
RAAS aktivitas jatszhat szerepet.

A HFpEF betegcsoportban magasabb Fpass.iv-0t figyeltiink meg a B+nrper, mint a B-Hrper
betegekben. A PKA in vitro adagolasa utan B+nrper betegeknél az Fpass,iv még mindig magasabb

maradt, ami arra utal, hogy a p-blokkoldo kezelés hatasa HFpEF-ben nemcsak a
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hipofoszforilacioval, hanem a miofilamentéalis fehérjék strukturdlis vagy egyéb
poszttranszlaciés modositasaval is Osszefiigg. A B+hrper Szivizomsejtekben megfigyelt, PKA-t
kovetd tartds pCaso emelkedés szintén azt tamasztja ala, hogy a PB-blokkold terapia a
miofilamentalis fehérjék tovabbi mddositasait idézi eld.

Vizsgalatunk soran jelentds kiilonbségeket talaltunk a BLAR és a GRK2 proteinek
expresszidjaban a betegcsoportok kozott: a B-blokkolok kezeléstdl fiiggetleniil mindkét fehérje
miokardialis expresszidja magasabb volt HFrEF-ben, mint HFpEF-ben. A B-adrenerg rendszer
kiilonbozé komponensei koziil a Gs fehérje kifejezodése szignifikansan alacsonyabb volt a 3-
blokkolot kapd HFpEF betegeknél. A B2AR-Gs jelatvitel downreguléacioja elényos lehet, mivel
kedvez a B2AR-G; jelatvitelnek, amelyrdl ismert, hogy antiapoptotikus hatast fejt ki. A normal
bal kamrai kontraktilis funkciéo miatt a megnovekedett f2AR-G;i jelatvitelbdl eredd esetleges
negativ inotrop hatdsok kevésbé tlinnek jelentdsnek a HFpEF betegek esetében.

A HFpEF-ben és HFrEF-ben alkalmazott B-blokkold kezelés molekularis hatasaiban
¢szlelt kiilonbségek Osszefliggésben allhatnak a p-blokkold gydgyszerekkel - a két

betegcsoportban - végzett klinikai tanulmanyok eltéré eredményeivel.

4.4. A titin izoforma osszetétel és foszforilacio szerepe a szivelégtelenségben
megfigyelheto koros szivizomsejt passziv fesziilésben

Korabbi tanulmanyainkban kimutattuk, hogy HFpEF betegekben a megndvekedett bal kamrai
falfesziilés 1étrejottéért az intersticialis fibrozis és a szivizomsejtek megnovekedett passziv
ereje tehetd feleldssé. Jelen tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy milyen mértékben tehetok
felelossé a titin izoforma Osszetételben és/vagy foszforilacioban bekdvetkezd valtozasok a
BKEF alapjan nem differencialt és differencialt szivelégtelenséghen megfigyelhetd koros
mértékben megnovekedett Fpasssiv-ért.

Szivelégtelenségben (HF), aorta stenosisban (AS) szenvedé betegek és megdrzott
szivfunkcioval rendelkezé egyének (CON) bal kamrai biopszidibdl izolalt szivizomsejteken
erdméréseket hajtottunk végre és a mintdkban meghataroztuk a titin és titin izoformak
expressziojat és foszforilacigjat. A biopsziakat szivkatéterezés soran (44 HF, 3 CON), miitéti
uton (25 AS, 4 CON) és explantalt szivekbol (4 HF, 8 CON) nyertiik. A vizsgalatba bevont
személyek ép koszoruerekkel rendelkeztek.

A HF betegcsoportban mért szivizomsejt Fpassziv szignifikansan nagyobb volt, mint a
CON vagy az AS csoportokban.

A titin izoformak Gsszetétele (N2BA/N2B) eltérd volt a HF és a CON csoport kozott,
de nem kiilonbozott a HF és az AS betegcsoportokban.
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A titin 6sszfoszforilacidja hasonlo volt a HF és az AS csoportban, de a merev N2B titin
izoforma relativ foszforilacioja szignifikansan alacsonyabb volt a HF, mint az AS csoportban.
A foszforilalt és az Osszes fehérje aranya hasonld volt a miozin-koté C fehérje, a dezmin, a
troponin T €s a miozin konnyi lanc-2 esetében. Egyediil a troponin I foszforilalt és teljes fehérje
aranya volt alacsonyabb HF-ben, mint AS-ban.

Mivel korabbi tanulmanyainkban az Fpassziv kiilonosen a HFpEF betegek bal kamrai
szivizomzatabol izolalt szivizomsejtekben volt emelkedett, ezért 6sszehasonlitottuk a titin
izoformak expressziojat és foszforilacidjat HFpEF és HFrEF betegek alcsoportjaiban. Az
N2BA/N2B arany ¢és az in vivo mért LVEDWS is a HFrEF betegekben volt a legmagasabb. Az
Fpassziv €s a PKA altal indukalt Fpassziv csokkenés a HFpEF betegekben volt a legnagyobb. Az
N2B titin izoforma hipofoszforilacioja szintén HFpEF-ben volt a legkifejezettebb, mely
magyarazhatja mind a magasabb Fpassiv-0t, mind az Fpassziv Nagyobb PKA-indukalt csokkenését
IS.

Jelen vizsgalatban az Fpassziv kétszer olyan magas volt a szivelégtelenségben, mint AS-
ben szenvedd betegek szivizomsejtjeiben. PKA vagy PKG adéasat kovetden a magas Fpassziv
jelent6sen csokkent, de valtozatlan maradt BDM vagy gelsolin in vitro adagolasa utan. A PKA-
¢s PKG-indukalt Fpassziv csokkenés a miofilamentalis fehérjék foszforilacios deficitjére utal.
Eddig csak a troponin I-et és a titint azonositottak a PKA ¢és a PKG k6zos miofilamentalis
célfehérjéjeként. Jelen vizsgéalatban a troponin I foszforilacios deficitjét figyeltik meg
szivelégtelen szivizomban. A miofilamentalis Ca?" érzékenység egyidejii novekedése
elosegitheti a diasztolés aktin-miozin interakciot. A kereszthidak kialakulast gatlo BDM
alapjan, hogy a vékony filamentunok gelsolinnal torténé eltavolitasat kovetden képes volt
csokkenteni az Fpasszv-Ot, a titin foszforilaciojanak szerepét feltételezte szivelégtelen
szivizomsejtek magas Fpassziv-janak kialakitasaban.

A szivelégtelenségben és az AS-ban szenvedd betegek alcsoportjaiban a miokardialis
titin izoforma expresszidja (N2BA/N2B arany) és az LVEDWS kozo6tt szoros korrelaciot
figyeltiink meg. A rugalmas N2BA titin izoforma magasabb expresszidja arra utal, hogy a titin
izoforma valtds kompenzaciés mechanizmus, amelynek soran az N2BA izoforma magasabb
expresszioja kompenzalja a megemelkedett LVEDWS értéket. A titin izoforma valtas
kompenzatorikus szerepét korabban mar dilatativ kardiomiopatidban szenvedd betegeknél is
kimutattak, akiknél az N2BA/N2B arany korrelalt az LVEDVI/LVEDP arannyal, a bal kamra
végdiasztolés disztenzitdsanak mérdszamaval, valamint a terhelés alatti maximalis

oxigénfogyasztassal.
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Mivel a titin izoformak expresszidja hasonld volt a szivelégtelen és AS betegek
szivizomzataban, az Fpassiv kozotti kiillonbség mas mechanizmusokkal magyarazhato. A titin
Osszfoszforilacioja hasonlo, a relativ titin izoforma-foszforilacio azonban eltéré volt a
szivelégtelen és AS szivizomzatban: a szivelégtelenségben kevesebb N2B izoforma
foszforilalodott, mint az AS miokardiumban. Korabban kimutattak, hogy a rugalmas N2BA
titin izoformahoz képest a merev N2B titin izoforma hipofoszforilacidja jelentésebb mértékben
noveli az Fpassziv-0t. A merev, N2B titin izoforma hipofoszforilacidja tehat magyarazhatja a
szivelégtelen szivizomsejtekben megfigyelheté magasabb Fpassziv-0t. A titin izoformak
foszforilacigjanak eltolodasa az N2BA és N2B titin izoformak foszforilacios helyeinek térbeli
elkiiloniilésével, valamint a proteinkindzok ¢és foszfodiészterazok kompartmentalis
aktivitasaban bekovetkezd valtozasokkal magyarazhatd. Az N2B egyedi szekvencia
tartalmazza a foszforiladcios helyet, amely kozvetiti az Fpassziv csokkenését. Az N2BA
izoformaban a hely kozelebb van a Z-koronghoz. A PKA-t az A-kinaz lehorgonyzé fehérjék
(AKAP) a transzverzalis tubulusokba iranyitjak, amelyek szintén a Z-korong szomszédsagaban
vannak. Szivelégtelenségben a PKA AKAP altali célzasa karosodik, ami a koérnyezd
miofilamentélis fehérjék foszforilacidjanak csokkenéséhez vezet. A titin izoforma foszforilacio
eltoloddsa szivelégtelenségben nemcsak a cAMP, hanem a cGMP megvaltozott helyi
elérhetdségébdl is eredhet, mivel a szivizom foszfodieszteraz 5 aktivitasa IS erdsen
kompartmentalizalt.

A fenti kisérletek eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a merev N2B titin izoforma
hipofoszforilacioja fontos szerepet jatszik a szivelégtelen betegek szivizomsejtjeinek korosan

emelkedett passziv fesziilésében.

4.5. A miofilamentalis fehérjék oxidativ médosuldsainak szerepe a bal kamrai diasztolés
diszfunkcio kialakulasaban

4.5.1. A mieloperoxidaz enzim (MPO) funkciondlis hatasainak vizsgalata human bal kamrai
szivizomsejteken

A celluléris kontraktilis diszfunkci6 kialakuldsaban a kontraktilis fehérjerendszer foszforilacios
valtozasai mellett azok oxidativ modosulasai is szerepet jatszhatnak. A miofilamentalis
fehérjék, valamint az orids szarkomer fehérje, a titin oxidativ valtozasainak diasztolés
diszfunkcioban betoltott szerepe nagyrészt ismeretlen. Vizsgéalatunkban ezért az MPO, az MPO
gatloszerének (MPO-inhibitor) és kiilonboz6 antioxidansoknak a szivizomsejtek kontraktilis
funkciojara kifejtett hatasait tanulmanyoztuk.

Egy in vitro human kisérleti modellrendszer 1étrehozasat kovetéen meghataroztuk az

mieloperoxidaz enzim (MPO) és szubsztratjanak, a hidrogén peroxidnak (H202) a hatasat
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membranfosztott szivizomsejtek kontraktilis paramétereire. Antioxidans szerrel (metionin,
Met) és MPO-inhibitorral torténdé szimultan és utdkezelések alkalmazasaval megvizsgaltuk a
1étrej6vo funkcionalis valtozasok revertalhatosagat. Az MPO és a HoO; funkcionalis hatasainak
pontosabb feltdrdsara biokémiai ¢és molekularis biologiai moddszereket alkalmaztunk.
Meghatéaroztuk az MPO peroxidaz és klorinacios aktivitasat Met €s MPO-inhibitor jelenlétében.
Human bal kamrai szivizomszdvetbdl nyert homogenizatumokat in vitro H.O2, H2O2 és MPO,
2,2'-dithiodipiridin (DTDP) ¢és Met kezeléseknek tettiik ki. A miofilamentalis fehérjék és az
Orias szarkomerfehérje, a titin izoforma Osszetételét (N2BA és N2B), az azokban a fenti
kezelések hatasara bekdvetkezd oxidacids valtozasokat Ellman-reakciéval €s SH csoport
oxidaciés modszerrel (biotinalas), a karbonilacids allapotban bekovetkezd valtozasokat
Oxyblot technikaval vizsgéltuk.

Az MPO-val végzett kisérletek eldtt egy olyan H2O2 koncentracié meghatarozasara
torekedtiink, amely mar rendelkezik 6nallé funkciondlis hatdssal, de ez a hatas MPO
jelenlétében fokozodik. Az inkubaciok soran alkalmazott koncentraciok koziil a 30 uM-o0s H20»
oldat csokkentette szignifikdnsan a szivizomsejtek aktiv erejét, igy ezt a H2O2 dozist hasznaltuk
tovabbi kisérleteinkben.

MPO (8 U/) és H202 (30 uM) egyiittes alkalmazasakor (15 perc) a membranfosztott
human, bal kamrai szivizomsejtek maximalis Fagv-janak (pCa 4,75) szignifikans csokkenését
és az Fpassziv (pCa 9,0) jelent6s novekedését tapasztaltuk.
oldatokban meért erdértékeket a kezelések eldtti maximalis (Fakiv, pCa 4,75) erdértékekhez
viszonyitottuk (relativ Ca®*-eré osszefiiggés), ugy a MPO+H,0; kezelést kovetden
bekovetkezd erdcsokkenés szignifikdnsan nagyobb volt a H202 kezeléshez viszonyitva. Az
MPO+H20: hatdséara 1étrejové Fpassziv ndvekedés ugyancsak nagyobb volt a H20:2 kezelést
kdvetden tapasztalt Fpassziv ndvekedésnél.

MPO+H,0; kezelést kovetéen a normalizalt er6-pCa 0sszefiiggés szignifikans jobbra
tolodasat, azaz a Ca?* érzékenység (pCaso) csdkkenését tapasztaltuk. Ezzel szemben a H20,-
kezelés a pCaso értéket nem befolyasolta. A Ca?* érzékenységi gorbe meredekségét jellemzé
Hill-koefficiens (nwin) egyik kezelés hatasara sem valtozott. Sem a H202, sem a MPO+H20:
kezelés nem eredményezett fénymikroszkoppal észlelhetd strukturalis valtozast a

szivizomsejtek harantcsikolataban.
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4.5.2. Az MPO-inhibitor (MPO-1) és a metionin (Met) kivédi, a dithiotreitol (DTT)
részlegesen revertalja az MPO-okozta kontraktilis diszfunkciot

Az MPO+H:0: kezelés szivizomsejtekre kifejtett karos funkcionalis hatdsainak kivédhetdségét
az MPO-I 4-aminobenzhidrazid (50 puM), valamint az antioxidans Met (10 mM) és a
redukaloszer DTT (10 mM) segitségével vizsgaltuk. Mind az MPO-I, mind a Met kivédte az
MPO hatasara 1étrejovO Fakiv csOkkenést €és Fpassziv novekedést. Az MPO-I és Met jelenlétében
mért Fakiv €s Fpassziv Osszevethetd volt a HoO2 kezelés utan meghatarozott eréértékekkel. Az
MPO-I és a Met jelenlétében a Ca®* érzékenységi gorbe jobbra tolodasa (a pCaso csdkkenése)
nem volt megfigyelhetd.

A redukaloszer DTT, MPO kezelést kovetoen visszaforditotta az MPO altal indukalt
Fpassziv novekedést, ugyanakkor az Faiv €s a pCaso MPO hatasara bekovetkezé csokkenését a

DTT nem volt képes revertalni.

4.5.3. A Met gatolja az MPO klorindcios aktivitasat, azonban a peroxidaz aktivitasra nincs

hatdssal

Az MPO funkciondlis hatdsainak hatterében all6 biokémiai mechanizmusok feltérképezéséhez
meghataroztuk az enzim klorinacids és peroxiddz aktivitasat MPO-I és Met jelenlétében. Az
MPO-I az enzim klorinacios és peroxidaz aktivitasat is gatolta. Ezzel szemben a Met csak az
MPO klorinécios aktivitasat csokkentette, az enzim peroxidaz aktivitdsara nem volt hatassal.
Eredményeink arra utalnak, hogy az MPO szivizomsejt funkciot kéarositdé hatdsai az enzim

klorinacids aktivitasan keresztiil valosulnak meg.

4.5.4. Az MPO+H:0: kezelés hatdisa a miofilamentalis fehérjék SH-tartalmara

Biokémiai kisérleteink soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az MPO miikodése soran
keletkezd oxidansok hogyan karositjak a szivizomsejtek fehérjerendszerét. A miofilamentalis
fehérjék SH tartalmat Ellman-reakcioval vizsgaltuk. A H202 és kombinalt MPO+H20: kezelés
soran is kismeértekli, de szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a fehérjék 6ssz SH-csoport
tartalmaban. Ezt kovetden SH biotindlasi mddszer segitségével kisérletet tettlink az SH
oxidacion atesett fehérjék azonositasara. H202 és MPO+H20: kezelés hatasara szignifikdnsan
csokkent az aktin SH tartalma. Ezzel szemben MyBP-C és az orias szarkomer fehérje, a titin
rugalmasabb (N2BA) és rigidebb (N2B) izoforméjanak SH tartalma egyik kezelést kovetden

sem valtozott jelentdsen.
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4.5.5. Az MPO hatasa a szivizomfehérjek karbonildaciojara

A miofilamentalis fehérjék karbonilacidjanak vizsgalatakor H2O2 kezelés hatasara kismértékdi,
de szignifikans novekedést tapasztaltunk az aktin karbonil-csoport tartalmaban, ez azonban
nem valtozott MPO hozzaadasat kdvetéen. Az aktinhoz hasonldan kismértékii, de szignifikans
novekedést mértiink a MyBP-C fehérje karbonilacidjaban mind H202, mind pedig MPO+H20-
kezelés utan. Az dridsfehérje titin N2BA és N2B izoforméjanak karbonilacidja nem valtozott
H202 és MPO+H20: kezelést kdvetden sem.

Az MPO hatésat izolalt, human szivizomsejteken vizsgalva megallapitottuk, hogy 1. a
MPO az in vitro kisérleti koriilmények k6zott rontotta a kalciumfiiggd izometrias er6generalast,
novelte az Fpassriv-Ot és csOkkentette a pCasp-et; 2. az MPO altal kivaltott funkcionalis
valtozasok kivédhetok MPO-inhibitorral, valamint az antioxidans metionin alkalmazasaval; 3.
az aktin fehérje SH-oxidéacidja, valamint az aktin és a MyBP-C karbonilacigja H202 és
H202+MPO kezelés hatasara novekedett; 4. az MPO altal kivaltott funkcionalis hatasokat
feltehetden az MPO klorinacids aktivitasa kozvetiti.

Meéréseink soran az MPO+H20:; kezelés Fawiv-ra kifejtett jelentds karositdé hatasanak
hétterében a reakcioban képzddo erds oxidans, a HOCI allhat. Egy korabbi vizsgalatban a HOCl
kezelés (10 és 50 uM, 1 perc) - az MPO+H20: kezelés hatasdhoz hasonldan - szignifikdnsan
csOkkentette a maximalis er6t. Az Fpassziv H202 hatasara kismértékben, mig H20.+MPO
hatasara jelentds mértékben fokozodott. Ezen eredményeink 0sszefliggésben allnak a korabbi
megfigyeléssel, miszerint membranfosztott patkany trabekulak esetében a H20. alacsony
koncentracioban (10 uM) nem novelte az Fpassziv-0t, mig a HOCI-val torténd kezelés (10 pM és
50 uM) annak szignifikans emelkedését okozta. Korabbi eredmények alapjan oxidativ stressz
Us), melynek hatasara nd a fehérje rigiditasa. Jelen tanulmanyunkban nem sikeriilt biokémiai
modszerekkel kimutatni a titin fehérje H202+MPO kezelést kovetd SH oxidaciojat és
karbonilaciojat, funkcionalis méréseinkben azonban a DTT szignifikansan csokkentette a
szivizomsejtek H202+MPO kivaltotta Fpassziv novekedését. Az MPO hatds redukaldszerrel
torténd revertalhatosaga annak oxidativ természetére utal.

H20.+MPO kezelés hatasara a pCasp szignifikans csokkenését tapasztaltunk, amely
ellentmondasban 4ll egy korabbi tanulmany eredményeivel, ahol HOCI kezelést kdvetden a
pCasp érték emelkedését mutattdk ki. Az eltéré eredmények hatterében az eltérd kisérleti
elrendezés (permeabilizalt szivizomsejt vs. trabekula) és az eltéré alkalmazott dozisok allhat.

A H20: kezelés nem befolyasolta a pCaso-€t, igy azt feltételezziik, hogy inkdbb strukturalis,
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mintsem regulatorikus valtozdsokat okoz a miofilamentumok szintjén, akar az erégenerald
kereszthidak szaménak csokkentése altal.

Az MPO gatlas potencialis negativ immunolédgiai kovetkezményei ellenére az MPO-
inhibitorok jelenleg is szdmos CV megbetegedés (miokardidlis infarktus, HFpEF) kezelésére
klinikai kiprobalas alatt allnak. Az altalunk alkalmazott MPO-I1, a 4-aminobenzhidrazid és az
antioxidans, HOCI scavenger aminosav, a Met is képes volt megakadalyozni azt, hogy az MPO
kifejtse karos funkcionalis hatasait, amib6l arra kovetkeztetiink, hogy az észlelt valtozasokért
az MPO Kklorinacios aktivitasa tehetd feleléssé. A HOCI karositd mechanizmusanak nagy
reakciosebessége miatt azonban a HOCI keletkezésének gatlasa hatékonyabb lehet, mint a mar
létrejott HOCI kozombdositése. Az MPO inhibitorral és Met-nal két ponton is sikeresen kivédtiik
az MPO oxidativ hatasait. A redukaloszer DTT azonban a csak részlegesen volt képes
visszaforditani az MPO-indukalt mechanikai valtozasokat: az Fpassiv-Ot a kiindulasi értékre
csokkentette, azonban az Fakiv-0t és a pCasg értéket érdemben nem befolyasolta. Az MPO altal
kozvetitett oxidativ hatasok sokfélesége miatt valoszinlisithetd, hogy esetiinkben tobb,
kiilonb6z6 reakceio eltérd poszttranszlaciés modositasokat eredményezett a szivizomfehérjéken.
Jelen tanulméanyunkban a H202+MPO hatasara megfigyelt szivizom SH oxidacié 6sszhangban
all a szivizom szeleteken nagydoézisi HOCI 4altal kivaltott SH oxidéacioval. Kordbbi
tanulmanyokban kimutattak, hogy oxidativ hatasok jelentésen modosithatjak az aktin és miozin
filamentumok szerkezetét. Kisérleteinkben aktin esetében szignifikans SH tartalom csokkenést
tapasztaltunk, azonban ennek mértéke nem ndvekedett MPO hatasara, igy ez 6nmagaban nem
magyarazza a szivizomsejtek aktiv erejének csokkenését.

Egy, a munkacsoportunk altal korabban hasznalt miokardialis infarktus egér modellben
a Ca®" érzékenység csokkenéséhez az aktin és MHC karbonil4cidja tarsult, mig magas
koncentracioban alkalmazott H202 az aktin karbonilacigjat idézte eld. Jelen tanulmanyunkban
0,1 mM-nal magasabb H20: dozist annak MPO gatld hatdsa miatt nem alkalmaztunk. A
hasznalt 30 pM-os kezelést kovetden az aktin és MyBP-C esetében kismértékli ndovekedést
tapasztaltunk a karbonilacids indexben. Mivel ezen paraméterben tovabbi novekedést nem
észleltiink az MPO kezelés hatasara, igy az MPO-indukalt funkcionalis hatdsokat nem tudtuk
egy-egy konkrét szivizomfehérje SH oxidaciojaval, vagy karbonilacidjdval magyardzni. Azok
hatterében az MPO hatésara 1étrejovo egyéb fehérjemddosulasok (pl. klorinacid, nitralas, Met
oxidacio, szulfonsav-képzddés, fehérjedegradacio) allhatnak.

Jelen tanulmanyunkban az MPO hatasara a szivizomsejtek kontraktilis funkcidja
romlott. Ujabb tanulményok eredményei alapjan az enyhe oxidativ stressz ugyanakkor

kardioprotektiv hatdsu is lehet, sOt akar javithatja is a kontraktilis apparatus teljesitményét.
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Osszességében elmondhatd, hogy az oxidativ agensek szivizomra kifejtett hatisa nagyban fiigg
azok erdsségétl ¢és természetétdl, valamint a miofilamentumok redox kdrnyezetétdl.
Eredményeink arra utalnak, hogy az MPO szivizomsejt funkcidt karositdo hatdsa az enzim
klorinacios aktivitasan keresztiil valésul meg, mely MPO-inhibitorral és Met-nal kivédhetd.
Mindezek alapjan az MPO gatlasa egy igéretes célpont lehet a gyulladashoz tarsulo

miokardialis kontraktilis diszfunkcio kivédésében.

4.6. Az ovariektomia és az akut stressz hatasa patkany bal kamrai szivizomsejtek
kontraktilis funkciojara

4.6.1. Az ovariektomia és a stressz hatasa a néi nemi hormonok szintjére

Vizsgalatunk soran az OVX allatok dsztrogén szintje nem érte el az also detekcios értéket (4,9
pg/ml), amely sikeres ovariektomidra utalt. A szérum progeszteron szint Szignifikansan
magasabb (tobb mint haromszoros) volt a Kontroll-S, valamint az OVX-S patkanyokban. Az
akut stressz hatasara a Kontroll-S, illetve az OVX-S csoportban a progeszteron szintben

bekovetkez6 emelkedés hasonld mértéki volt.

4.6.2. Az ovariektomia befolydsolja a szivizomsejtek kontraktilis funkciojat

Az Faiv szignifikansan nagyobb volt az OV X, valamint OVX-S allatok esetében a Kontroll,
illetve a Kontroll-S allatokhoz viszonyitva. Ezzel szemben az akut stressz nem befolyasolta az
Faiv-0t sem a Kontroll, sem az OVX allatcsoportban. A stressz hatasara a pCaso-ben
bekdvetkez6 csokkenés nem volt szignifikans. Sem az ovariektomia, sem pedig a stressz nem
befolyéasolta az Fpassziv-0t. Méréseink alapjan az OVX, illetve az OVX-S allatok felhasznalt

szivizomsejtjeinek keresztmetszete jelentdsen Kisebb volt.

4.6.3. Az ovariektomia és stressz hatasa a miofilamentalis fehérjék osszetételére és
foszforilacios dllapotara

Ezen kisérletek soran nem taldltunk Iényeges kiilonbséget a miofilamentélis fehérje-
Osszetételben a Kontroll és OVX csoportok kozott. A Tnl foszforilacioja szignifikansan
magasabb volt az OVX allatokban a Kontroll csoporthoz viszonyitva, ez azonban nem mutatott
Osszefliggést a szivizomsejteken mért pCaso-el. Az OVX-S allatcsoportban mérheté Tnl
foszforilacid Gsszevethetd volt a Kontroll és Kontroll-S csoportokban meghatarozott
értékekkel. A MyBP-C foszforilacioja szignifikdnsan magasabbnak adodott OVX allatokban a
Kontroll csoporthoz viszonyitva, azonban az OVX-S déllatokban tovabbi, szignifikdns
emelkedés nem volt megfigyelhetd. A funkcionalis méréseknél tapasztalt valtozatlan Fpassziv
értékeknek megfelelden nem talaltunk kiilonbséget a titin foszforildcioban a négy allatcsoport

kozott.

34



4.6.4. A szivizomsejt kontraktilis funkcio osszefiiggése a miokardialis fehérjék
foszforilaciojaval, valamint a néi nemi hormonok szintjével

A szivizomsejtek funkciondlis paramétereit a fehérje foszforilacio értékeivel Osszevetve
szignifikans korrelaciot talaltunk az Fawiv, valamint a MyBPC foszforilacié koézott (r=0,99,
p<0,05). A titin foszforildci6 ugyanakkor nem mutatott Osszefiiggést a szivizomsejteken
meghatarozott Fpassziv-al. A szérumban mért progeszteron szint és a szivizomsejteken
meghatarozott pCaso értékek kozott szignifikans, inverz korrelacio volt megfigyelhetd.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy 1. a stressznek kitett allatcsoportokban (kontroll-S,
OVX-S) a szérum progeszteron szint tobb mint haromszor magasabb, mint a kontroll és OVX
allatokban, 2. az OVX allatokbol szarmaz6 szivizomsejtek Faiv-ja szignifikdnsan magasabb a
kontroll allatokéhoz képest, 3. Fpassziv €s pCaso nem kiilonbozik az egyes allatcsoportok kozott,
azonban akut stresszt kovetden pCasp jelzett csokkenése figyelhetdé meg, 4. a szérum
progeszteron szint inverz korrelaciot mutat a pCaso értékekkel, 5. a miofilamentalis fehérjék
Osszetétele nem kiillonbozik a vizsgalt allatcsoportokban, ugyanakkor a MyBP-C foszforilacidja
szignifikdnsan magasabb az OVX allatokban.

Ismert, hogy stressz hatdsara a szérum progeszteron szint nemtdl fiiggetleniil jelentdsen
megemelkedik, melynek hatterében a hormon mellékvesekéregbdl torténd szekrécidja all. A
progeszteronszint jelentds emelkedése az altalunk vizsgalt allatmodellben is megfigyelhetd volt
a stressznek kitett Kontroll, és OVX-en atesett allatcsoportban.

A progeszteron receptorok (PR) bal kamrai szivizommintakban térténd kimutatasara
iranyuld kisérletek mind egér, mind pedig humén szovetekben negativ eredménnyel zarultak.
Ezzel szemben human pitvari szivizomzatban Osztrogén hatdsara a PR mRNS szintjének
novekedését igazoltak, melyet fehérjeszinten is sikeriilt kimutatni posztmenopauzas ndkben,
ugyanakkor a PR-expresszio fokozodasa a férfiakbol szarmazd szovetekben nem volt
igazolhaté. Irodalmi adatok a progeszteron CV hatésait egyre inkabb nem genomi tGtvonalak
aktivalodasaval hozzak Osszefliggésbe. Az, hogy ezek a gyors szignaltranszdukcids utak is
szerepet kapnak a progeszteron valaszban, felveti az akut stressz altal kivaltott
progeszteronszint emelkedés esetleges hatasait a szivizomsejtek kontraktilis miikodésére
¢s/vagy annak szabalyozasara.

A stressz hatdsara felszabaduld katekolamin tobblet a B-adrenerg jelatviteli tton
keresztiil a PKA aktivalédasdhoz vezet. A Tnl PKA-medialt foszforilacidja a miofilamentalis
rendszer kalcium érzékenységének csdkkenése révén befolyasolja a kontraktilis funkciot. Jelen
tanulmanyunkban nem taldltunk jelentds kiilonbséget a pCaso értékek kozott a négy

allatcsoportban. A stressz hatasara bekdvetkezo, kismértékii pCaso csokkenés a stressznek kitett
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Kontroll-S, illetve az OVX-S allatcsoportok esetében nem jart egylitt a Tnl fehérje
foszforilacids allapotanak valtozasaval. Az ellentmondd eredményeket az altalunk hasznalt
nem kinaz- és foszforilacios hely specifikus festési eljaras is magyarazhatja. Kisérleteink soran
ugyanis az egyes fehérjék 6sszfoszforilacids szintjét hataroztuk meg, mely nem ad informéciot
a kiilonb6z6 protein-kinazok (PKA, PKC-BIL, o, €) altal medidlt specifikus foszforilacios
helyekrél. Utobbiak foszforilacidja ugyanis akar ellentétes modon is befolyasolhatja a
miofilamentalis rendszer Ca?* érzékenységét. Meg kell jegyezni azt is, hogy a kontraktilis
fehérjék PKA-fiiggd alap foszforilacios szint ragesalok esetében magasabb, mint a nagyobb
emldsok esetében, ami megneheziti a kisebb kiilonbségek kimutatasat.

Kisérleteink soran szignifikans 0sszefliggést talaltunk a szérum progeszteron szint és a
szivizomsejtek pCaso értékei kozott. Ez arra utal, hogy a Kontroll-S, illetve az OVX-S
allatokban megfigyelt kismértékii, nem szignifikdns pCaso csokkenés kivaltdja az emocionalis
stresszprotokoll volt. A megfigyelésiink alapjan azonban nem donthetd el egyértelmiien, hogy
a pCaso-re a stressz indukalt progeszteron, vagy a stressz hatasara kialakul6 B-adrenerg talstly
volt hatassal. Feridooni és munkatirsai a progeszteron akut hatasait vizsgéalva egér sziven
ugyancsak a Ca?* érzékenység csdkkenését figyelték meg a néstények esetében progeszteron
adasat kdvetden, mely valtozas progeszteron receptor antagonistaval kivédhetonek bizonyult.
A progeszteron ugyanakkor him allatokban nem befolyasolta a Ca?* érzékenységet.

Ovariektomiat kovetdéen a B-adrenerg receptorok up-regulacioja és a [-adrenerg
jelatviteli ut stimulécidja kovetkezik be, mely a sziven pozitiv inotrop hatast kdzvetit, emeli a
szivfrekvenciat és a kontraktilitast. Kisérletes koriilmények kozott az ovariektomia noveli mind
az alap és az izoprenalin-indukalta kontrakciot, valamint a f1-adrenerg receptor expressziojat.
A Bl-adreneg receptor stimulacidja Gs proteineket aktivdlva a cAMP koncentracid
novekedéséhez és PKA aktivalodashoz vezet. A PKA képes foszforilalni a miofilamentalis
fehérjéket, tobbek kozott a MyBP-C-t, mely gyorsitja az aktin-miozin kereszthidak
kialakulasanak kinetikdjat és noveli a kalcium aktivalta maximalis erdt. Kisérleteinkben is az
Fakiv szignifikans novekedést tapasztaltunk OVX allatokban, melynek hatterében az
ovariektomia hatasara bekovetkezd B1-adreneg stimulacid kovetkeztében kialakul6 MyBP-C
foszforilacid allhat. A ndi szivizomsejtekben fiziologidsan is kisebb és lassabb kontrakciokat,
valamint alacsonyabb Ca?* tranzienseket mutattak ki, melyek hozzajarulhatnak a nék esetében
megfigyelhet6 alacsonyabb CV rizikohoz.

Munkénk soran nem talaltunk kiilonbséget az egyes allatcsoportok kozott sem az Fpassziv
értékekben, sem pedig annak f6 reguldtoranak, a titin fehérjének a foszforilacios allapotaban.

Patkany trabekula preparatumokon, illetve szivizommintakon végzett kisérletekben az
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ovariektomia ugyancsak nem volt hatdssal a szivizom merevségre, a kollagén tartalomra,
valamint a titin izoforma aranyra. Nokben azonban a bal kamra szivizomzat nagyobb
merevsége hozzajarulhat a diasztolés diszfunkcio gyakoribb eléfordulasadhoz.

A tanulményunkban alkalmazott stressz forma (hideg ¢s immobilizacid) a mindennapi
életben viszonylag ritkan fordul el6. Az akut, féként emocionalis vagy fizikai stressz hatasara
létrejove, a  klinikai  gyakorlatban is gyakran megfigyelhetd, donté tobbségében
posztmenopauzalis nékben kialakulo Takotsubo-kardiomiopatia (TCM) a bal kamra és
szivesucs atmeneti, az esetek tobbségében teljesen reverzibilis falmozgéaszavara. A betegek
szérumaban haromszor magasabb katecholamin koncentracié6 mutathatdé ki, mint MI-ban
szenvedd betegeknél. TCM patkdnymodellben kimutattdk, hogy az OVX éallatok kozott
nagyobb mértékben csokkent a bal kamra funkcié azokban az egyedekben, akik nem
részesiiltek Osztrogénpotlasban. A TCM patofiziologidja maig nem ismert teljes mértékben,
azonban a kozelmult kutatasai kimutattak, hogy a korai szovodmények (akut szivelégtelenség,
malignus kamrai ritmuszavarok, hirtelen halal) kialakulasa mellett a szivfunkci6 tartds
kéarosodasat is eredményezheti egyes betegekben. A TCM lehetséges kivalto okainak alaposabb
megismerése az elmult években jelentdsen megvaltoztatta ennek a kordbban benignusnak vélt
korallapotnak a klinikai megitélését. Ezaltal egyre nagyobb igény mutatkozik a TCM hattérben
allo akut és kés6i folyamatok részletes feltérképezésére, az adekvat, specifikus terapia

kidolgozésara.

4.7. In vitro kisérletek - az omecamtiv mecarbil (OM), az EMD-53998 (EMD) és a
levosimendan (Levo) hatasainak vizsgalata intakt emlés szivizomsejtek kontraktilis
paramétereire

4.7.1. Az OM és EMD csokkentette, mig a Levo nem befolydsolja az intakt szivizomsejtek
nyugalmi szarkomerhosszat

A OM kezelés hatdsara a szivizomsejtek nyugalmi szarkomerhossza (SL) koncentracio-fiiggd
modon, jelentds mértékben csokkent. Hasonléan az 1 uM EMD a nyugalmi SL szignifikans
csokkenését idézte elé, mig a Levo nem befolyasolta azt. Az intracellularis nyugalmi Ca2*
koncentracio az OM, EMD és Levo kezelések soran valtozatlan maradt.

4.7.2. Az OM, EMD és Levo eltéeré modon befolyasolja a bal kamrai szivizomsejtek kinetikai
paramétereit a kontrakcio és relaxdcio soran

Téringerlést kovetden a szisztolés SL szignifikansan csdkkent 0,03 uM, 0,01 uM, 0,3 uM és 1
uM OM koncentraciok alkalmazéasakor. Az OM-hez hasonléan az EMD ¢és Levo is jelentsen
csokkentette a szisztolés SL-t. Az OM 0,03 uM-os koncentracioban novelte a frakcionalis

szarkomerhossz rovidiilést (FSL), de magasabb gyogyszerkoncentracioknal nem volt ra
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jelentds hatassal. 1 pM-os koncentracioban az EMD ¢és a Levo is szignifikansan ndvelte ezt a
paramétert. A Ca®*-tranziensek amplitidoit egyik alkalmazott gydgyszer sem befolydsolta. Az
OM koncentracio novekedésével a kontrakcios id0 progressziv megnyuladsa volt megfigyelheto,
mig az EMD ¢és a Levo nem befolyésolta ezt a paramétert. Az OM koncentracié novekedésével
(0,03 uM, 0,1 uM, 0,3 uM és 1 uM) a kontraktilis valaszok, a kontrakciok és a relaxaciok
sebességének jelentds foku lassulasa volt megfigyelhetd. Az OM-lal és az EMD-vel ellentétben
a Levo novelte, mind az dsszehtizodasok, mind a relaxaciok kinetikajat. A Ca?* tranziensek
idotartamat, az IC Ca?'-tranziensek felfutasainak és lecsengésének kinetikajat egyik

gyogyszeres kezelés sem befolyasolta.

4.7.3. Az OM egyedi médon valtoztatia meg a Ca®*-szarkomerhossz dsszefiiggést

A kontraktilis véalaszok és az intracellularis Ca?'-tranziensek kozotti kapcsolat tovabbi
jellemzése érdekében a SL-t a Ca?*-koncentracié fiiggvényében abrazoltuk. Ezek a Ca®*-SL
0,1 uM, 0,3 uM vagy 1 uM OM alkalmazasat kovetéen azonban a hurokdiagrammok jelentésen
és fokozatosan lefelé tolodtak, ami arra utal, hogy a Ca®'-érzékenyité hatas mind a szisztolés,
mind a diasztolés intracellularis Ca®*-koncentracional jelen van. 1 uM EMD jelenlétében a
Ca?"-SL 6sszefiiggés hasonld volt, mint a 0,1 uM OM alkalmazasa soran. A Ca?*-SL kapcsolat
a Levo jelenlétében a rovidebb szisztolés SL-ak felé tolodott, ami a szer szisztolé soran kivaltott

Ca?*-érzékenyitd hatasara utal.

4.7.4. A diasztolés és szisztolés szarkomer dinamika kélcsénhatasainak vizsgalata
A héarom szer kiilonb6z6 hatdsmechanizmusainak szemléltetése érdekében a szisztolés valaszok
paramétereit az OM, EMD vagy Levo kezelések soran a megfeleld diasztolés SL fiiggvényében
fejeztiik ki. Ez a megkozelités igazolta az OM ¢és az EMD hatésai k6zotti hasonlosagokat,
kiilonosen, amikor a diasztolés €s a szisztolés SL, vagy az dsszehuzodasi idétartamok kozotti
Osszefliggéseket elemeztiik. A diasztolés SL-FSL osszefliggések ugyanakkor az OM és az EMD
hatasmechanizmusai kozotti kiilonbségekre is felhivtak a figyelmet. Az EMD jelentésebb FSL
novekedést volt képes kivaltani, mint az OM, ¢€s latszolag kisebb diasztolés SL csokkenés aran.
A Levo alkalmazasa mellett észlelt valtozatlan diasztolés SL a szer OM-t6] és EMD-t6l eltérd
Ca?*-érzékenyitd hataséra utal.

In vitro vizsgalatainkban enzimatikusan izolalt, intakt membranrendszerrel rendelkez6
kutydbol szarmaz6 szivizomsejteken szamos hasonldsagot és jelentds kiilonbségeket
azonositottunk az OM, az EMD ¢és a Levo kontraktilis funkciora kifejtett hatdsai kozott.

Eredményeink alapjan az OM pozitiv inotrép hatasdnak hatterében elsdsorban az
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Osszehtizodasok idejének megnyuldsa, nem pedig a kinetikai paraméterek gyorsuldsa, vagy a
frakcionalt SL-rovidiilés novekedése all.

Megallapitottuk, hogy az OM, az EMD és a Levo az intracellularis Ca?* tranziensek
jelentds valtozdsanak hianyaban is markans valtozasokat idéz eld a szivizomsejtek
kovetkeztetni, hogy valamilyen fokban névelik a szivizomsejteknek a Ca?* érzékenységét.
Ugyanakkor a Ca?* érzékenység fokozodasahoz vezetd mechanizmusok az OM, az EMD és a
Levo esetében bizonyos fokban kiilonbozbek, és ennek megfelelden eltérd tipusu kontraktilis
valaszokat eredményeztek. Mivel a Levo és az EMD is gatolja a PDE3-at, a véltozatlan
intracellularis Ca®*-szint ezen szerek jelenlétében potencialisan azzal magyarazhaté, hogy ezek
a szerek az altalunk alkalmazott koncentraciokban a tobbi (PDE3-on kiviili) PDE izoformat
kutya szivizomsejtekben nem gatoljak.

Az OM alacsony (diasztolés) intracellularis Ca?* koncentraci6 esetén a szivizomsejtek
SL-csokkenését idézte eld téringerlés hidnyaban is. A SL-csokkenés mértéke hasonld volt
téringerlést kovetden a stimulalt szivizomsejtekben mérhet6 diasztolés SL-hoz, ami arra utal,
hogy az aktin-miozin kdlcsdnhatis OM-fiiggé aktivalasdhoz nem volt sziikség Ca®*-ra. Ezek az
eredmények O0sszhangban vannak a nyulbdl szarmazo6 szivizomsejtek bazalis miozin ATPaz
aktivitasanak novekedésével OM-kezelést kovetden, valamint a patkdanyokbol nyert
permeabilizalt szivizomsejteknek diasztolés Ca?* szintek mellett 1étrejove izometrikus erejének
a fokozodasaval. Az OM-hez hasonléan az EMD is csokkentette a nyugalmi SL-t, ami a két,
miozinhoz k6t6do6, azt szelektiven befolyasolod szer hasonld hatasaira utal, mig ez az effektus a
veékony filamentumra szelektiven hat6o Levo esetében eltér. Vizsgélatunkbdl az is tisztan
lathato, hogy a diasztolés és szisztolés SL-ok, valamint a kontrakcios idétartamok csokkenése
szoros Osszefiiggést mutat a novekvé OM-koncentraciokkal. A diasztolés SL csokkenése
felelds azért, hogy magasabb OM-koncentraciok esetében a frakciondlt SL-rovidiilés nem
mutatott jelentds ndvekedést annak ellenére, hogy a szisztolés szarkomerhosszak jelentdsen
csOkkentek. Eredményeink alapjan a frakcionalt SL-rovidiilés novekedését az OM altal
kivaltott nyugalmi SL-csokkenés korlatozhatja magasabb OM-koncentracioknal.

Az éltalunk alkalmazott OM-koncentraci6 tartomanyaban (0,01-1 uM), mely megfelelt a
klinikai tanulmanyokban alkalmazott OM-plazmaszinteknek, a nyugalmi SL csokkenését
tapasztaltuk. Az OM multicentrikus, placebo kontrollos, III. fazis klinikai vizsgéalataban
(GALACTIC-HF) a gyogyszer plazma szintje szerinti dozistitralasi stratégiat alkalmaztak. A
cél a legalabb 200 ng/ml-es (0,5 uM) plazmakoncentracio elérése és az 1000 ng/ml (2,5 pM)

feletti koncentracio elkeriilése volt. Fontos megjegyezni, hogy kordbbi human tanulmanyok
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soran a >1200 ng/ml-es (3 pM) OM-koncentracio (haromszor magasabb, mint az in vitro
kisérleteinkben altalunk alkalmazott maximalis koncentracid) esetén a szisztolés iddtartam
jelentdés megnyuléasat tapasztaltdk, mely diasztolé sordn a koronariakeringés romlasahoz,
potencialisan miokardialis iszkémia kialakuldsahoz vezethetett. Az OM éllatkisérletekben ¢és
human tanulményokban egyardnt a SET ndvekedését okozta. Az elsd emberen végzett,
doziseszkalacios vizsgalatban az OM dozisfliggd modon novelte a SET-t, a SV-t, FS-t és a
BKEF-t is. A SET megnytjtasa a gyogyszer egyik legjelentésebb hatasa: a szer alacsony
citoplazmatikus Ca?*-koncentracio mellett is fenntarthatja a kontrakciot. Annak ellenére, hogy
az in vitro észlelt erdkifejtés kinetikaja lassult, az OM in vivo nem befolyasolta az idéegység
alatt 1étrejové nyomasvaltozas maximumat (dP/dtmax), ami arra utal, hogy az OM
farmakokinetikai tulajdonsagai in vitro és in vivo némileg eltéréek lehetnek.

Nagy OM-koncentraci6é mellett a szivizomsejtek 6sszehtizodéasainak iddtartama majdnem
hatszorosara nott, ami a kontraktilis rendszer elhuzodo aktivalodasara utalt. Permeabilizalt
patkany szivizomsejteken egy Kkorabbi tanulmanyunkban megfigyeltik, hogy mind a
félmaximalis kontrakcié eléréséhez sziikséges iddtartam (ty2), mind pedig az aktin-miozin
kereszthidak kinetikajat jellemzé sebességi allandd (ki) jelentdsen nodvekedett. Mindez,
Osszhangban jelen megfigyeléseinkkel, szintén a miozin filamentumok csokkent kinetikéjara
utalt. Osszességében az OM 4ltal kivéltott Ca®* érzékenység-fokozodas hozzdjarulhat az
erosebb, lassabb és elhtizodo dsszehuzdédasokhoz.

Fontos megemliteni, hogy az OM altal kivaltott kontrakcids idStartam-novekedés nem
volt azonos az EMD alkalmazasa soran, mely vélhetden a szerek miozin molekulan 1€vé eltérd
kotohelyeivel magyarazhato. Az OM kapcsolodasi pontja a miozin S1 doménjén valdszintlileg
az aktin-koto feliilet és a nukleotid-kotd zseb kozelében 1év6 hasadékban talalhatd. Ez a hely
vélhetden idealis timadéaspont a szivizomzat miozin motorjanak, mind az enzimatikus, mind a
az OM miozin S1 doménen 1év6 kdtdhelyével, ennek ellenére az EMD adagolésa szintén képes
novelni a miozin ATPaz aktivitasat.

Jelen vizsgéalatban az OM hatdsara az intakt szivizomsejtek relaxacidja jelentsen
csokkent, kiilonosen nagyobb (0,3 és 1 uM) koncentracioknal, az EMD és a Levo ugyanakkor
azt nem, vagy csak kismértékben korlatozta. Ez Osszhangban all korabbi vizsgdlatunk
eredményével, mely soran az OM jelentésen megnyujtotta a permeabilizalt patkany
Ca?*-homeosztazisanak zavara elsésorban a SR megvéltozott mitkddésére vezethetd vissza: a

SERCA csokkent aktivitasanak kovetkeztében csokken a citoplazmatikus Ca?*-visszavétel.
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Eredményeink alapjan a relaxacio mar kis OM-koncentracioknal (0,1-0,3 pM) is karosodott, ez
a hatas nagy OM-koncentracional (1 uM) még kifejezettebbé valt. Szivelégtelenségben az OM-
altal kivaltott diasztolés diszfunkciot az emelkedett nyugalmi intracellularis Ca®* szint
potencialisan sulyosbithatja. Mindezzel 6sszhangban, a diasztolés funkcié romlasat - amelyet
az izovolumetrikus relaxacio id6allanddjanak (t) és a bal kamrai nyomascsokkenés
sebességének (dP/dtmax) csokkenése tiikroz - korabban kimutattdk térfogat-tilterheléssel jard
szivelégtelenség patkany modelljében intravénas OM-kezelést kovetden. Ugyanakkor
egészséges onkéntesekben az OM nem rontotta a diasztolés funkciot az utdbbi vizsgalatban
alkalmazott koncentracidhoz hasonldé plazmakoncentracidban. Az OM esetleges diasztolés
diszfunkciot okozo hatasait COSMIC-HF tanulmanyban is vizsgaltak. A post-hoc elemzés soran
az IVRT novekedése igazolodott az E/A ardny, vagy az E-hullam véltozasa nélkiil. A
GALACTIC-HF-ben a diasztolés funkciot részletesen nem vizsgaltak, pedig ez adataink
tikrében fontosnak tlinik a szer biztonsagos per 0S alkalmazasa érdekében HFrEF-ben
szenvedé betegekben is.

Annak ellenére, hogy az OM, az EMD ¢és a Levo sem valtoztatja meg az intracellularis
Ca?* tranzienst, az egyes szerek kiilonbozé modon befolyasoltak a Ca?*-SL dsszefiiggést. Az
OM magas koncentracidban jelentdsen csokkentette a SL-t, ezaltal diasztolés rovidiiléshez és
ez elhtizddo relaxacidhoz vezetett. Az EMD szintén a nyugalmi SL csokkenését eredményezte,
de a relaxacios kinetikat nem befolyasolta. Az OM-al és az EMD-vel ellentétben Levo kezelés
soran ezen karos hatasok egyike sem volt megfigyelhetd. Az OM mellett tapasztalt jelentds
nyugalmi SL-csokkenés parhuzamba allithatd a klinikai vizsgalatokban megfigyelt BK-i
diasztolés atmérod csokkenéssel. Ez a tényezo hatdssal lehet FS-re magas OM-koncentracioknal
¢és befolyasolhatja a BKEF meghatarozasat is. Az OM szivizomsejtek nyugalmi SL-ra és
relaxacios kinetikajara kifejtett karos hatasai a OM-plazmaszint rendszeres meghatarozasanak

fontossagara és sziikségességére hivjak fel a figyelmet a szer klinikai alkalmazésa soran.

4.8. In vivo kisérletek — Danicamtiv

4.8.1. A danicamtiv csokkenti a végszisztolés atmérot, de nem befolydsolja a végdiasztolés
dtmérot

A danicamtiv miokardialis funkciora kifejtett hatasait echokardiografidval kovettiik nyomon
altatott patkanyokban. 2 mg/kg danicamtiv Iv. beadasa utan a bal kamrai ESD jelentds

csokkenését tapasztaltuk, azonban a bal kamrai EDD-t nem valtozott.
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4.8.2. A danicamtiv javitia a bal kamrai kontraktilitast
A relevans bal kamrai kontraktilis paraméterek, beleértve a BKEF-et, a FS-t és a SV-t
szignifikansan javultak a danicamtiv kezelést kovetden. Emellett a CO is jelentdsen nott, ami

alatamasztja a gyogyszerjelolt pozitiv inotrdp hatasat.

4.8.3. 4 szisztolé és diasztolé idotartama megvaltozik danicamtiv hatasara

A danicamtiv szivciklus kiilonb6z6 id6tartamaira kifejtett hatasat is megvizsgaltuk, mely soran
mind a szisztol¢ iddtartama, mind a SET szignifikdns megnytlasat tapasztaltuk. Az
echokardiografidaval mért paraméterekb6dl kalkulalt diasztolés id6tartam szignifikdnsan
csokkent, amit a diasztolés és a szisztolés iddtartam aranyanak jelentOs csokkenése kisért.
4.8.4. A kontrakcio kinetikaja jelentosen lassul, azonban a bal kamrai strain paraméterek
Jjavulnak a danicamtiv kezelést kovetéen

A danicamtiv hatasat a szivizomdsszehizodas dinamikajara strain echokardiografia
segitségével részletesebben is megvizsgaltuk. A BK-i radidlis szisztolés csucssebesség €s az
Osszehuzodasi sebesség (M-modban mért meredekség) szignifikdns csokkenése volt
megfigyelhetd. A danicamtiv kezelés hatasara azonban, mind a globalis longitudinalis strain,
mind a globalis cirkumferencidlis strain paraméterek szignifikansan csokkentek, ami az BK
szisztolés funkcid javuldsdra utal. A danicamtiv kezelések soran kialakult aorta- vagy
pulmonalis artérias atlag- és csticssebességekben, illetve atlag- és csticsgradiensekben nem volt

szignifikans valtozas.

4.8.5. A danicamtiv diasztolés diszfunkciot okoz

A danicamtiv hatasara a korai (E) transzmitralis bearamlasi sebesség szignifikansan csokkent
¢s a késoi (A) transzmitralis bedramlési sebesség pedig jelentdsen ndvekedett. Az E/A arany
ennek megfelelden jelentGsen csokkent, amely a bal kamrai toltényomas emelkedését jelezheti.
A szoveti doppler (TDI) sebességek (azaz a mitralis billentyli szeptumanak korai (a') és
késdi (e') szoveti sebességei) a mitralis E és A hullam sebességéhez hasonloan valtoztak. A TDI
e'/a' arany valtozasai tovabb erdsitik a danicamtiv beadasakor megvaltozott mitralis bearamlasi
mintazatot. Mindazonaltal az izovolumetrids relaxéacios idé (IVRT) ezzel egy iddben
véltozatlan maradt. Ezen tilmenden a pulmonadlis véna pitvari reverz dramlasi sebességének és
az aramlas id6tartamanak jelents novekedése volt megfigyelhetd, ami a bal kamra diasztolés
funkcidjanak romlésat €s a bal pitvar kontrakcio erdsségének fokozodasat jelezheti.
In vivo vizsgalataink fokuszaban egy eddig kevésbé ismert, 01 tipusu miozin aktivator, a

danicamtiv allt. Eredményeink hozzéjarulnak a szer szisztolés és diasztolés funkciora kifejtett
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hatésainak pontosabb megismeréséhez, tovabbi vizsgalatok tervezéséhez, mely a hatdanyag
klinikai alkalmazéasa szempontjabol is relevans lehet.

A célzott, betegségmodositd terapidk a jelenlegi szivelégtelenség iranyelvekben a
kardiomiopatiak kezelésére szolgalo uj stratégiakként jelennek meg. A mavacamten nevii
miozin-inhibitor a szivizomsejtek hiperkontraktilis allapotanak befolyasolasaval a hipertrofias
a mai napig nincs specifikus terapia. Ez a tény ¢és az OM-lal szerzett tapasztalatok 6sztondzték
a masodik miozin-aktivator, a danicamtiv kifejlesztését €s a klinikai kiprobalésat.

A direkt miozin-aktivatorok kotéhelye a f-miozin nehézlanc S1-doménjén talalhatd a
kutya és ragcsald szivizomzatban egyarant. Fontos megjegyezni, hogy a szivizomsejtekben a
danicamtiv (az OM-hoz hasonldan) nincs hatéssal az intracellularis Ca?* tranziensekre, ami arra
utal, hogy kizdrélag a fenti hatdsmechanizmus felelds a kardiotonikus hatasaért. Ebbdl
kovetkezik, hogy a danicamtiv altal kivaltott kontraktilis valaszok kutyakban és patkanyokban
kozel hasonloak lesznek az OM-hoz. Mivel a modern echokardiografias technikak kivald
mindségii képalkotast tesznek lehetdveé kisemldsokben, méréseinket patkdnymodellen hajtottuk
veégre.

A HFrEF-ben lejatszodd patofizioldgiai folyamatok a kontraktilitds jelentds
csokkenéséhez vezetnek, ami a pulzustérfogat csokkenésével jar. A pozitiv inotrop szereket
tobb évtizede alkalmazzak a pumpafunkci6 javitdsa érdekében, mind akut, mind kronikus
HFrEF-ben. A hagyomanyos pozitiv inotrop szerek hosszu tadvon ndvelik az intracellularis
Ca?'-szintet, az oxigénfogyasztast és sajnos a mortalitast is. Ezzel szemben a direkt miozin-
aktivatorok allosztérikus hatast gyakorolnak a miozin ATPéz-ra, igy valtozatlan intracellularis
Ca?* tranziens esetén tobb aktin-miozin interakcié alakulhat ki, ez a mechanizmus pedig
feltehetden elkertili a fenti mellékhatdsokat.

In vivo tanulmanyunkban atfogd echocardiografias elemzéssel kimutattuk, hogy a
danicamtiv jelentdés hatast gyakorol, mind a szisztolés, mind a diasztolés funkciora
patkanyszivekben. A fenti adatok és a sziv S1 miozinjan OM ¢és danicamtiv alkalmazaséaval
végzett preklinikai vizsgalat eredményei arra utalnak, hogy a miozin ATP4z sebességét még
diasztolés Ca®* szint mellett is ndvelik a direkt miozin-aktivitatorok.

A bal kamrai kontraktilitast jellemz6 paraméterek koziil danicamtiv hatasara jelentésen
javult az EF és az FS, tovabba a non-invazivan meghatarozott SV, igy kovetkezményesen a CO
is. Ezen kedvezd hatasok Osszevethetéek az OM-lal. Ellentétben az OM-lal, amely human
alkalmazas soran az EDD-t és az ESD-t is csokkentette, a danicamtiv csak az ESD-t

csokkentette, az EDD-t nem befolyasolta jelentés mértékben patkanyszivekben. Ezek az
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eredmények Osszhangban vannak a szivelégtelen kutyakon végzett preklinikai adatokkal, és
részben egy fazis 2a klinikai vizsgalat eredményeivel is, ahol az EDD kevésbé tiint érzékenynek
a danicamtivra, mint az ESD. Egy nemrégiben human mesterséges szivizomszoveten a
danicamtiv €és az OM hatasait 6sszehasonlité vizsgalatban a danicamtiv hatdsara a szisztolés
funkciot jellemz6 paraméterekben kifejezettebb javulas volt megfigyelhetd a relaxacidhoz
képest. A megnovekedett bal kamrai toltdnyomast koztudottan a pitvari kontraktilis funkcid
novekedése kompenzalja. A danicamtiv esetében ezt a jelenséget jol tiikkrozte a transzmitralis
A-hullam jelentds novekedése, az E-hullam, az E/A arany, valamint a szoveti dopplerrel mért
e’/a’ arany is jelent0s mértékii csokkenése.

A GALACTIC HF vizsgalatban az OM-kezelés hatasdsra a szivfrekvencia
kisméretékben csokkent, melyet a javuld kontraktilis funkcié kdvetkeztében létrejovo pozitiv
hatasokkal hoztak Osszefiiggésbe. In vivo kisérleteinkben, hasonléan az ATOMIC HF, a
COSMIC-HF és a danicamtivval végzett fazis Ila vizsgalathoz, a szivfrekvencia nem valtozott.
Ahogyan az OM-lal végzett nagy klinikai vizsgalatokban is igazoltak, a SET novekedése a
miozin-aktivatorok egyik specifikus hatasa. Kisérleteink soran a valtozatlan szivfrekvencia
mellett megjelend SET megnyulasa eredményezte a szisztolés idétartam novekedését. Ennek
kovetkeztében a diasztolés id6tartam rovidiil, igy a diasztolés és a szisztolés idétartam
aranyanak valtozasa potencialisan hatassal lehet a koronaria perfuziora. Az OM human fazis II.
és III. vizsgalatokban megfigyelt hatdsaival ellentétben patkanyszivben az izovolumetrids
0sszehuzodasi id6t (IVCT) és az IVRT-t a danicamtiv nem befolyésolta. A danicamtiv fazis Ila
vizsgélataban csak extrém magas dozisok (>3500 ng/ml) esetében figyelték meg az IVRT
megnyulasat. A SET novekedése egylitt jart a miokardialis teljesitményindex (Tei-index)
javulasaval.

Fontos megjegyezni, hogy a strain echokardiografiat kiilondsen kiséallatokban ritkabban
alkalmazzak, bar nagyon érzékeny modszer a bal kamra funkcio valtozasainak kimutatasara. A
szivizom sebesség és a strain TDI-vel is mérhetd, bar a speckle tracking 2D-strain-t jobb
technikanak tartjak, mivel a TDI-vel ellentétben a kapott eredmények szogfiiggetlenek.
Altalanossagban elmondhaté, hogy a 2D-strain segitségével nyert adatok jo korrelaciot
térfogatanak elemzésének arany standard moédszerével. Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a
danicamtiv jelentdsen csokkenti a szivizom Osszehlizodasi sebességét, amit egy 2D-strain
paraméter, a radialis szisztolés csucssebesség jelentds csokkenése is megerdsitett. A PLAX-ban
nyert M-mod képen az 6sszehuzodas felszalloszara illesztett egyenes meredeksége is csokkent,

amely szintén megerdsiti, hogy a szivizomdsszehuzdodas kinetikaja lassult. Emellett ugy tiinik,
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hogy a 2D-strain echokardiografia érzékenyebb modszer a BK funkcid pontos
meghatdrozasara, mint az EF klasszikus modszerekkel torténd mérése. Kimutattdk, hogy a GLS
vagy a GCS korabban jelzi szisztolés diszfunkciot még akkor is, ha az EF normal tartomanyban
van. Jelen vizsgalatunkban a danicamtiv BK szisztolés funkciora gyakorolt hatasat nemcsak a
standard modszerekkel (EF, FS, SV, CO), hanem 2D-strain echokardiografiaval is értékeltiik.
A danicamtivval kezelt patkanyszivekben szignifikansan alacsonyabb (negativabb) GLS ¢és
GCS értékeket mértiink, ami tovabb erdsiti a gyogyszer BK kontraktilitasra gyakorolt pozitiv
hatasat.

Kisérleti eredményeink szivelégtelenségre torténd extrapolalhatdsagat korlatozhatja az
a tény, hogy vizsgalatainkat egészséges allatokon végeztiik. Ugyanakkor adataink 6sszhangban
vannak a szivelégtelenség kutyamodelljében €s a danicamtivval végzett 2a fazisu vizsgalatban
megfigyelt eredményekkel.

Osszességében elmondhato, hogy az OM és a danicamtiv szivre gyakorolt hatisai
hasonloak: mindkét vegylilet javitja a bal kamra szisztolés funkciojat, ugyanakkor
alkalmazasukkor diasztolés diszfunkcio kialakuldsaval is szamolnunk kell. A danicamtiv OM-
lal szembeni elénye, hogy nem befolyasolja az IVRT-t és a IVCT-t, valamint nem valtoztatja
meg az EDD-t sem.

A danicamtiv az OM-hez hasonloéan a Ca?* homeosztazis befolyasolasa nélkiil javitja a
BK-i szisztolés funkciot. Vizsgalatunk sordn pitvari aritmia, malignus kamrai ritmuszavar, vagy
vezetési zavar megjelenését nem tapasztaltuk, amely szintén tdmogatja azt a tényt, hogy a
danicamtiv fliggetlen a konvencionalis pozitiv inotrop szerekre jellemz6 mellékhatasoktol.
Fontos megjegyezni, hogy kutatdcsoportunk egy korabbi in vivo vizsgalata soran, ahol szintén
egészséges patkanyokon alkalmaztunk OM-kezelést, egy ugynevezett alternald
elektromechanikus jelenség alakult ki, amelyet a danicamtiv esetében nem tapasztaltunk. Bar a
danicamtiv is befolyasolja az BK-i diasztolés funkciot, ez a hatas kevésbé szembetiing, mint az
OM alkalmazasakor. Ez a kiilonbség bizonyos mértékig Osszefiigghet a danicamtiv altal
kivaltott pitvari kontraktilitds fokozodasaval. Ezen kivil a diasztolés diszfunkciod
osztalyhatasként jelenik meg a direkt miozin-aktivatorok alkalmazasa sordn. Eredményeink
alapjan a danicamtivval kezelt betegeknél nagy figyelmet kell forditani a bal kamra diasztolés

funkcidjanak rendszeres ellendrzésére.
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5. AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Abal kamrai szivizomzat felépitése és mitkddése jelentésen eltér HFrEF-ben és HFpEF-ben.
A szivizomzat strukturalis és funkcionalis jellemzdinek Osszehasonlitasakor HFrEF-ben
alacsonyabb miofibrillaris stiriiséget és miofilamentalis Ca®* érzékenységet, mig ezekhez
képest HFpEF-ben a szivizomsejtek hipertrofiajat, a szivizomsejtek nagyobb passziv
fesziilését (az Fpassziv novekedését) és fokozott Ca®* érzékenységét (pCaso) figyeltiik meg.
Ezen valtozasok 6sszhangban allnak a szivizomzat csokkent kontraktilitisaival HFrEF-ben

¢s magyarazhatjdk a kamraizomzat koros relaxacigjat, illetve tagulékonysaganak

csOkkenését HFpEF-ben. A megfigyelt kiilonbségek aldtdmasztjak a két szivelégtelenség

fenotipus klinikai elkiilonitését.

2. A miokardalis fibrozis, a koros szivizomsejt passziv fesziilés, a glikacios végtermékek
(AGES) lerakodasa és az endotél diszfunkcio egyiittesen, de kiilonb6z6 mértékben fordulnak
el6 diabéteszes HFrEF és HFpEF betegekben. Eredményeink arra utalnak, hogy HFrEF-ben
els6sorban a fibrozis és az AGEs lerakodasa, mig HFpEF-ben a hipertrofias szivizomsejtek
korosan emelkedett passziv fesziilése jatszhat fontos szerepet a kamrai kontraktilitas

valtozasaiban.

3. A B-blokkold kezelés HFpEF-ben észlelt - HFrEF-t6l elmarado - klinikai hatékonysaga
Osszefiiggésben allhat a szivizomsejtek szivelégtelenség-specifikus remodellacioival.
Eredményeink szerint, a két szivelégtelenség formaban az atépiilés mashogy érinti a B-

adrenerg jelatviteli Gitvonalat és a cellularis Ca?* homeosztazist.

4. A merev N2B titin izoforma hipofoszforilacidja kiemelt szerepet jatszik a szivelégtelen

betegek szivizomsejtjeinek korosan emelkedett passziv fesziilésében.

5. A mieloperoxiddz enzim (MPO) hatdsara képz6dd oxidansok a csokkentik a szivizomsejt
aktiv erejét, és annak Ca?* érzékenységét, valamint novelik a szivizomsejtek passziv
fesziilését. Ezek a hatasok karosithatjak a bal kamra kontraktilis funkciojat. Az MPO hatasai
az enzim klorinacios aktivitasan keresztiil valosulnak meg. Az MPO gatlasa igéretes célpont
lehet a miokardidlis kontraktilis diszfunkcidé kivédésében emelkedett MPO szinttel jar6

kardiovaszkularis korfolyamatokban.
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6. Az akut stressz hatasara jelentés mértékben ndvekszik a szérum progeszteronszint, mind
nem ovariektomizalt, mind ovariektomizalt ndstény patkanyokban. Az 6sztrogén hianyaban
a miozin-kot6 C fehérje (MyBP-C) foszforilacioja altal novekedhet a bal kamrai izolalt
szivizomsejtek Ca?*-aktivalt erdgeneraldsa. A szérum progeszteron szint novekedésével

parhuzamosan csokken a miofilamentalis rendszer Ca?* érzékenysége.

7. Omecamtiv mecarbil (OM) hatasara az in vitro kovetett szivizomsejt kontrakciok a szisztolés
funkcié javulasat tikrozik, mely valtozatlan Ca?" tranziensek mellett, a szisztolés
szarkomerhossz csokkenésének ¢€s jelentds részben a kontrakciok elnytldsanak koszonheto.
Nagyobb OM koncentraciok hatasara a diasztolés szarkomerhosszak jelent6s csokkenése, a
kontrakciok kinetikai paramétereinek lassulasa és a kontrakcid idejének szignifikans
novekedése figyelhetd meg. Az észlelt valtozasok az OM alkalmazasakor diasztolés

diszfunkcio kialakulasahoz vezethetnek.

8. Danicamtiv hatasara az in vivo meghatarozott bal kamrai kontraktilitas és szisztolés funkcio
jelentds mértékben javul, a kontrakciok Kinetikaja azonban jelentsen lassul. A szisztolé
idétartamanak megnyualasa kovetkeztében a diasztolé iddtartama lerdvidiil, amely
miokardidlis iszkémia kialakuldsahoz vezethet a szer alkalmazasa sordn.

A miozin aktivatorok (OM ¢s danicamtiv) esetén felmeriilé potencialis diasztolés

funkcié romlas korlatozhatja ezen 1) gyogyszercsoport klinikai alkalmazhatosagat.
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6. A KUTATASI EREDMENYEK TUDOMANYOS ES TARSADALMI
HASZNOSITASANAK LEHETOSEGEI, A KUTATAS JELENTOSEGE

Kisérleti eredményeink hozzajarulhatnak a szivelégtelenség eltéré klinikai formaiban a
szivizomzatban végbemend strukturalis, funkcionalis, biokémiai €s molekularis valtozasok
pontosabb megértéséhez. A bal kamra szisztolés és diasztolés funkciojanak romlasaért felelds
patofiziologiai és molekularis folyamatok alaposabb megismerése potencidlisan terapias
jelentdséggel birhat korszeriibb szivelégtelenség kezelési stratégiak kidolgozasaban. In vitro és
in vivo kisérleteink eredményei el6segithetik a miozin aktivatorok klinikai alkalmazasanak

optimalizalasat.
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8. TUDOMANYMETRIAI ADATOK

Borbély Attila tudomanyos és oktatdi munkassaganak ¢sszefoglaldsa (2025.02.21)
MTA V. Orvosi Tudomanyok Osztalya
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Megjegyzések:

1 a disszertacio és egyéb tipust hivatkozas nélkili, a WoS és/vagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok

2 lektoralt, tudomanyos folydiratban

3 aszerz6 irdsban nyilatkozik, hogy érdemi szerzdi hozzéjaruldsaval késziiltek szerzéként jegyzett kozleményei, és az érdemi
hozzajarulast dokumentalni tudja
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Osszesitett hivatkozasok kozé
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KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném megkoszonni Prof. Dr. Edes Istvannak és Prof. Dr. Csanadi Zoltannak a
Kardiologiai Intézet korabbi ¢és jelenlegi vezetdjének a lehetdséget, hogy mar
orvostanhallgatoként bekapcsolodhattam az intézetben folyd kutatomunkaba. Nagyon
koszondm mindazt a kivételes és Onzetlen tamogatast, mellyel a klinikai munka mellett is
lehetdvé tették kutatasaim folytatasat.

Meérhetetlen héalaval és koszonettel tartozom PhD témavezetdmnek, Prof. Dr. Papp
Zoltannak, a Klinikai Fiziologiai Tanszék vezetdjének, aki bizalméval, folyamatos, toretlen
biztatasaval és emberi példamutatdsaval kutatomunkamhoz az Osztonzést és a kiemelkedd
szinvonal szakmai hatteret biztositotta, és akinek tdmogatisat €s baratsdgit a mai napig
¢lvezhetem. Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Toth Attilanak joszandékt iranymutatasaért,
tirelméért és a kisérletek soran nyujtott hasznos gyakorlati tanacsaiért. Koszonettel tartozom a
Klinikai Fizioldgiai Tanszék minden jelenlegi és korabbi munkatarsanak, legféképpen PhD
hallgatéimnak, Kaldsz Juditnak és Dr. Raduly Arnold Péternek kitarté munkajukért, dnzetlen
segitségiikért, mellyel nagymértékben hozzéjarultak a fent ismertetett kutatdsi eredmények
1étrejottéhez. Halasan koszonom Pasztorné Toth Enikd, Manyiné Siket Ivetta, Polik Zsofia és
Dr. Fagyas Miklos segitségét a kisérletek elvégzésében.

Az amszterdami VU medical center Elettani Intézetében PhD hallgatoként, majd
vendégkutatoként toltott kozel két év alatt Prof. Dr. Walter J. Paulus, Prof. Dr. Ger J.M. Stienen
¢s Prof. Dr. Jolanda van der Velden szakmai irdnyitdsa alatt dolgozhattam. Bizalmuk,
segitOkészségiik, emberségiik, gyakorlatiassaguk, tisztanlatasuk sokszor volt segitségemre,
melyért halds koszonettel tartozom. Koszondm kozvetlen munkatdrsaimnak, Nazha
Hamdaninak, Loek van Heerebeeknek és Ines Falcao-Piresnek munkamhoz nyujtott
segitségliket.

Hélasan koszonom kollegaimnak, a Kardiologiai Intézet valamennyi munkatarsanak a
munkamhoz nyujtott szakmai és gyakorlati timogatast.

Végiil, de nem utolsésorban szeretném megkdszonni csaladom, sziileim, gyermekeim
¢és legfoképpen Feleségem segitségét, tamogatasat, megértését, szeretetét, végtelen tiirelmét, a
nyugodt csaladi hattér biztositasat, mely szavakkal nehezen kifejezhet6 és nélkiilozhetetlen volt

ezen munka létrejottéhez.
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