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8.

Koszonetnyilvanitas



1. Bevezetés

A metabolikus szindroma egy olyan tiinet egylittes, melyet magas vérnyomas, hiperglikémia,
abdominalis elhizas és diszlipidémia jellemez, novelve a 2-es tipusu diabétesz mellitus és
adta meg 1998-ban, am a késobbiekben tobb kritériumrendszert is 1étrehoztak a korkép minél
pontosabb  definidlasara. Ezek kozill a legujabb a Harmonizaciés diagnosztikai
kritériumrendszer (2009). A betegség prevalencidja, nemek és ¢életkor szerinti megoszlasa
nagymértékben fiigg attol, hogy mely kritériumrendszert alkalmazzuk, dm mindenképpen
ndvekvo tendenciat mutat.

F0 rizikofaktorai koz¢ tartozik az abdominalis elhizés, inzulinrezisztencia, alacsony HDL szint,
magas vérnyomas, ugyanakkor egyre tobb tanulmany vizsgalja a genetikai meghatarzottsagot,
példaul a 11-B-hidroxiszteroid dehidrogendz, vagy az endotelialis nitrogén monoxid szintaz
(eNOS) gének szerepét a betegség kialakulasaban.

Patogenezisében ugyanakkor vitathatatlan az inzulinrezisztencia kulcsszerepe, melyhez nagyon
gyakran tarsul megndvekedett abdomindlis viszceralis zsirszovet. Ebben az allapotdban a
szervezet igyekszik fenntartani a normaglikémiis 4llapotot a [-sejtek mennyiségének
novelésével ¢és/vagy az inzulin szekrécid kapacitasanak fokozasaval. Amennyiben a
kompenzacidés mechanizmusokkal kialakitott novekvd B-sejt funkcid €s/vagy tomeg hosszabb
ideig funkcioképes marad, a 2-es tipusti diabétesz manifesztdlodasa iddben eltolodik és
hiperinzulinémias allapot alakul ki. Az inzulinrezisztencia elérehaladasaval azonban a -sejtek
kimeriilnek, elveszitik funkcidjukat. Az inzulin nem csupdn a gliik6z-, de a lipidhaztartas
szabalyozasaban is részt vesz, jelenlétében fokozodik a lipogenezis és gatlodik a lipolizis. A
zsirszovet inzulinrezisztencidja fontos a metabolikus szindroma patofiziologidjanak
szempontjabol. Kialakuldsa sordn a FFA (szabad zsirsav, free fatty acid) mobilizacié a
zsirszovetben tarolt trigliceridbdl felgyorsul (lipolizis). Mindezek mellett a zsirszovet a
proinflammatorikus citokinek talzott felszabadulasan keresztiil szintén kapcsolodik a
Mindezeken tul ismert az inzulinrezisztens betegek kardiovaszkuldris megbetegedésekre valod
fokozott hajlama. Egyrészt a hipertonia jellemz6, melyhez a renin-angiotenzin rendszer
aktivalasa, az inzulin séreabszorpciot fokozo hatasa, valamint a szimpatikus idegrendszer
fokozott aktivalasa mind hozzajarul. A masik fenyegetdé kardiovaszkularis probléma a
diabéteszes kardiomiopatia kialakulasa, melynek a diasztolés diszfunkcié mellett jellemzdje a

szivizom hipertréfia, elérehaladottabb allapotban pedig szisztolés funkcioromlas kisérheti.



A metabolikus szindroma a 2-es tipusi diabétesz ¢és a kardiovaszkularis megbetegedések
mellett szdmos egyéb megbetegedés taptalaja lehet.

Noha ez a szindroma korai stddiuméaban elégendd lehet, késobb elkeriilhetetlenné valik a
gyogyszeres beavatkozas. A terapiat elsésorban antidiabetikumok, antihipertonias és
antihiperlipidémias szerek alkotjak. A rendelkezésre allo gyogyszerek jelentds korlatokkal és
mellékhatasokkal rendelkezhetnek, melyek eldtérbe helyezik 0j készitmények sziikségességét.
Vizsgalataink kozéppontjaban a BGP-15 (O-(3-piperidin-2-hidroxi-1-propil) nikotinsav
amidoxim) allt, egy magyar fejlesztésii, a propranololra szerkezetileg hasonlitd gyogyszerjelolt,
mely diabétesz indikacioban a II. klinikai fazisvizsgalaton tuljutott, bizonyitottan nem toxikus
hatdéanyag. Szamos teriileten rendelkezik protektiv hatasokkal, igy szivelégtelenségben, stilyos
izomdisztroéfidban, policisztds ovarium szindroméban, de vizsgaltdk bdérvédd hatasat akut
fénykarosodas esetén is. Hatasmechanizmusa sokrétii, kardialis utvonalon a kutatasok ellenére

maig nem teljesen tisztazott.



2. Célkitiizések

Vizsgalatainkban célunk volt a BGP-15 gyogyszerjelolt kardioprotektiv folyamatainak
megértése, a hattérben 4all6 mechanizmusok feltdrasa. Mivel kardiovaszkularis
hatasmechanizmusai kevéssé ismertek, kutatdcsoportunk is tobb irdnyban vizsgalddott. Els
kisérleti elrendeziink alapjat adta a propranolollal valé nagyfoku szerkezeti hasonldsag, mely
alapjan feltételeztiik, hogy a BGP-15 is rendelkezhet B-blokkol6 hatdssal. A vizsgalati
modszeriinkkel azonban ezt nem allt médunkban megallapitani, csupan az inotropiara gyakorolt
hatést tudtuk osszehasonlitani. Masodik kisérleti elrendezésiinkben a BGP-15 PKG jelatviteli
utvonalban betoltott szerepét vizsgaltuk. Korabbi eredményeink alapjan a BGP-15 kezelésben
részesiilt allatoknal fokozdédott a SERCA pumpa aktivitdsa. A folyamat hatterében a PKG
utvonal aktivalodasa allhat, igy célunk volt a folyamat egyes elemeinek vizsgalata, igy a cGMP,
foszfolamban, vazodilator-stimulalt foszfoprotein, titin, foszfodiészterazok aktivalédasanak

feltérképezése.



3. Anyagok és modszerek
3.1. Izolalt trabecula vizsgalata

3.1.1. Minta eldkészitése

A human minték vizsgalatan alapul6 munkankat a Debreceni Egyetem Kardiologiai Intézetének
Szivsebészeti Tanszékével egyiittmikodve végeztiik. A vizsgdlatot az Egészségiigyi
Tudomanyos Tanacs jovahagyta (etikai engedély szam: ETT TUKEB 39762-3/2016/EKU),
mely engedély nem csupéan a minta felhaszndlasara, de a MedSol medikéacios rendszerbe torténd
belépésre is kiterjedt. A mintavételt a betegek irdsbeli és szobeli tajékoztatdsa, valamint irasbeli
beleegyezése eldzte meg.

A nyitott szivsebészeti miitétekbol (foként bypass és billentylimiitétek) szarmazd mintakat
eltavolitast kovetden azonnal hideg, karbogénnel dusitott Krebs-oldatot (4°C, 95% O2, 5% CO-,
pH= 7.,4) tartalmaz6 f6zOpoharban helyeztiik, majd preparalast kovetden egy 10 ml térfogata
szintén karbogénnel dusitott Krebs oldatot tartalmazo szervkad (TSZ-04, Experimetria,
Budapest) aljahoz és egy a szervkad f6lotti transzducerhez (SD-01, Experimetria, Budapest)
rogzitettik, 10 mN nyugalmi fesziilés mellet. Az izomrostot platinaelektroddal, a
kiiszobfesziiltség masfélszeresével (7-20 V, 1 Hz, 2 ms impulzusszélesség), pontszeriien

ingereltiik, a kontrakcios erdt az izometrias 6sszehiizédasok amplituddjaval jellemeztiik.

3.1.2. Protokoll

Vizsgalataink soran 2 protokollt alkalmaztunk, melynek az elokészitése, illetve kezdeti elemei
megegyeztek. A preparatumokat 45 percen keresztiil inkubdaltuk folyamatos oxigénellatas
mellett. Tobbszori, eldmelegitett Krebs oldattal torténd moséssal biztositottuk a megfeleld
tapanyagellatast. Az inkubacids 1d6 letelte utdn a preparatumokon harom, egymast kovetd
adenozin koncentracio-hatas (E/c) gorbét vettiink fel (0.1 umol/I-t61 1 mmol/I-ig), melyeket
elészor 30, ezutan 15 perces mosasi periddus kiilonitett el.

I. Prokotoll — Indirekt hatas: isoproterenol E/c gorbét vettiink fel 1 nmol/1-t61 0.1 mmol/I-ig,
ami alapjan kiszdmoltuk a pozitiv inotrépia szempontjabdl félhatasos koncentraciot, majd a
mosasi periddus letelte utan ezt a dozist pipettaztuk a mintankra. Miutan a hatas stabilizalodott,
a preparatumokon BGP-15 E/c gorbét vettiink fel (0.1 pmol/l-t6l 1 mmol/l-ig). Ezt mosés és 50
majd a hatas kialakulasa és stabilizalddasa utan propranolol E/c gorbét vettiink fel (10 nmol/I-

t61 0.1 mmol/I-ig).



I1. Protokoll — Direkt hatas: A BGP-15 direkt hatasanak vizsgalatahoz isoproterenol E/c gorbét
nem vettiink fel, itt a prestimulacid nélkiili BGP-15 és propranolol hatasokra voltunk
kivancsiak. Ebben a kisérleti elrendezésben a harmadik adenozin E/c gorbét kovetd 15 perces
mosasi periodust BGP-15 vagy propranolol E/c gorbe kovette. Sajnos a mintaink a nagyobb
koncentraciok bemérése utan nem tudtak regeneralodni, még hosszas pihentetést (50 perc) utan

sem, igy mintanként valtogattuk a BGP-15, valamint a propranolol E/c gorbéket.

3.1.3. Eredmények értékelése

A gorbék kiértékelésekor a kontrakcids erét a siirlin egymds utdn regisztralt egyedi
Osszehtizodasok also és felsé burkologorbéjének tavolsagaként (amplitudo) értelmeztiik.
Negativ inotrop hatas az adenozin, a BGP-15 és a propranolol esetén jelentkezett. Kiindulési
kontrakcios erének a legkisebb koncentracidé beadésa eldtti allapotot tekintettiik. Az adott
koncentracio hatdséara kialakult legkisebb kontrakcios erdt vettiik alapul a hatas kiszamitaséhoz,
melyet a kiindulasi kontrakcios erd szdzalékos csokkenéseként definidltunk:

Pozitiv inotrdp hatés isoproterenol beadasa utan alakult ki. Kiindulasi kontrakcios erének itt is
a legkisebb koncentracié beadasa eldtti allapotot vettiik, az adott koncentraciora kialakul6 hatas
szamitasdhoz pedig a beadas utan kialakulod legnagyobb kontrakcids erdt hasznaltuk fel. A

hatast ebben az esetben a kiindulasi kontrakcios erd szazalékos novekedéseként definialtuk.

3.2.  BGP-15 kezelt nyulak vizsgalata

3.2.1. Allatmodell

Allatkisérletes munkankat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga altal
jovahagyott protokoll alapjan végeztiik (az allatkisérleti engedély iranti kérelem nyilvantartéasi
szama: 25/2013DEMAB ¢és 10/2018SDEMAB). A vizsgilat soran felhasznalt allatok a
tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szo6ld, Eurdpai Parlament és Tandcs
2010/63/EU iranyelveinek megfeleld tartasban és gondozasban résziiltek.

Allatkisérleteink soran him New Zealand tipust nyulakat (2700-3200 g) alkalmaztunk (Charles
River Laboratories Inc., Wilmington, MA, USA). Az allatokat 12-12 6ras nappal-¢jszaka
ciklusban tartottuk, a vizsgalatok megkezdése el6tt 2 hetes adaptacios 1d6t biztositottunk. Az
allatokat ,,aterogén” diétan tartottuk 4 héten at: a tap 1% hozzaadott koleszterint és 5% telitett

zsirt tartalmazott.



3.2.2. Protokoll

L. Protokoll: hiperkoleszterinémias (HC, n=10, magas koleszterintartalmu tap), illetve a korban
azonos kontroll (n=6, standard tap) nyulakat alkalmaztunk. A hiperkoleszerinémids allatokat
16 héten keresztiil 1%-o0s koleszterintartalmu aterogén tappal etettiik, ezt kovetden vettiik fel a
kezdeti értékeket. Ketamin-xilazin altatas mellett regisztraltuk az echokardiografias kiindulési
értékeket, majd az allatok 10 mg/ttkg BGP-15 i.v. bolust (fizioldgias s6oldatban oldva) kaptak
fiilvénan keresztiil. A disztribuciéra 20 perc varakozasi id6t adtunk, majd ujra
echokardiografias vizsgalatnak vetettiik ala az allatokat. A statisztikai elemzéshez az aldbbi
négy alcsoportot hoztuk létre: 1) Kontroll csoport kiindulasi koriilményekkel (Kontroll Pre); 2)
Az elézével megegyezd Kontroll csoport BGP-15 kezeléssel (Kontroll Post BGP-15); 3) HC
allatok kiindulasi koriilményekkel (HC Pre); 4) Az el6z6ével megegyez6 HC csoport BGP-15
kezeléssel (HC Post BGP-15).

II. Protokoll: vizsgalatainkat egy masik populacion végeztiik. 3 csoportot alakitottunk ki: 1)
Kontroll csoport (n=10): standard tap; 2) Hiperkoleszterinémias csoport (HC, n=10); 3) BGP-
15 kezelt hiperkoleszterinémias csoport (HC+BGP-15, n=10).

Utobbi két csoport 4 honapon keresztiil kapott aterogén tapot (1% koleszterinnel disitva). A
HC+BGP-15 csoport napi 10 mg/ttkg oralis BGP-15 kezelésben részesiilt (sooldat formajaban).
A kisérlet végpontjan echokardiografias vizsgalatokat végeztiink, melyet fiilvénan keresztiil
torténd vérvétel kovetett. Masnap az allatokat elaltattuk, thoracotomiat kovetden az aorta
thoracicat tovabbi ex Vvivo vizsgilatokhoz eltdvolitottuk. A szivet jéghideg (4°C-0s) Ca®'-
mentes Krebs oldatba helyeztiik, valamint folyékony nitrogénben fagyasztott szovetmintakat
gyljtottiink késdbbi molekularis bioldgiai és izolalt kardiomiocita vizsgalatokhoz. Az egyes
szervek (tiido, vese) tomegét megmeértiik, meghataroztuk a tibia hosszat (n=5). 3 nyul/csoport

esetén a szivet és az aortagyokot 4%-os formalin oldatban taroltuk a szdvettani vizsgalatokhoz

3.2.3. Echokardiografia

A transzthoracalis echokardiografiat ketamin-xilazin (30/3 mg/ttkg i.m.) anesztézia mellett
végeztilk. Az allatok mellkasszOrzetét eltavolitottuk, a vizsgalat sordn az adatgylijtést az
Amerikai Echokradiografiai Tarsasag ajanlasai alapjan végeztiik. Vidid E9 tipust ultrahangos
képalkoto eszkozt hasznaltunk, 12 S-D tipust trasnzducerrel (GE Healthcare, New York, NY,
USA). A felvételeket paraszternalis hossztengelyi €s rovidtengelyi illetve csticsi metszetben
készitettiik el. Az ejekcios frakciot (EF), frakcionalt rovidiilés (fraction shortening, FS),
miokardialis falvastagsagot szisztolé és diasztolé esetén, bal pitvar (left atrial, LA) nagysagat,

aortadtmérdt (Ao), mitralis- és trikuszpidalis annulus szisztolés csucskitérését (MAPSE,
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TAPSE) M moédban allapitottuk meg. Meghataroztuk a szivfrekvenciat (heart rate, HR), a
verdtérfogatot (stroke volume, SV), a perctérfogatot (cardiac output, CO) ¢€s a kalkulalt bal
kamra tomegét. Pulsed wave Doppler (PW) és szdveti Doppler (tissue Doppler imaging, TDI)
echokardiografias vizsgalatokat végeztiink, mely alapjan képet kaptunk a korai (E) és késoi (A)
mitralis bearamlasi cstcshullamokrol, ezek ardnyarol (E/A) és a deceleracios i1dorol
(deceleration time, DecT). A falmozgésokat a mitralis annulus szeptalis részén TDI e’ és a’
hullamok, valamint ezek aranyaval (e’/a’) kalkulaltuk, az E/e’ érték mellett. Mindezeken tul
meghataroztuk az ejekcids idot (ejection time ET), izovolumetrids kontrakcios és relaxacios
id6t (isovolumic contraction and relaxation time, IVCT, IVRT), valamint a Tei-indexet
(miokardialis teljesitmény index, Myocardial Performance Index, MPI), utdbbit az
IVRTHIVCT/ET képlet alapjan. Az aorta billentylik vizsgélatakor a bal kamrai kidramlasi
traktus (left ventricle outflow tract, LVOT) nyomas- (pressure gradient, PG) és sebességértékeit
(velocities, V) is meghatirozhattuk. Spekcle tracking echokardiografiat offline, apikalis
poziciobol (apical long axis, APLAX) és négy kamrai nézetbdl EchoPAC PC software (ver.
112, GE Healthcare, New York, NY, USA) Q-analysis/2D Strain opcidban kiviteleztiik. A
kamrai falszegmenseket manudlisan jeloltiik ki, majd az izovolumetrids relaxacids periddus
alatti stain rate (SR IVR), valamint a Globalis Longitudindlis Strain-t (GLS) és a kalkulalt
E/SRIVR aranyt megallapitottuk.

3.2.4. Szérum paraméterek és morfometria

A vérmintakat a kisérlet végpontjan, 12 6ras éheztetést kovetden, fiilvénabol vettiik. A szérum
paramétereket a Roche Cobas Integrated felhasznalasaval hatdroztuk meg (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). Az allatokon testsulymérést kovetden, mély anesztézia mellett
thoracotomiat hajtottunk végre. A szivet, tiidot, majat és vesét eltavolitottuk (n=5/csoport),
tomegiiket analitikai mérlegen mértiik meg. 5 allatbol izolaltuk a bal kamrat, tomegét
meghataroztuk és normalizaltuk a tibia hosszéra. A bal kamrat 4%-os formalin oldatban taroltuk
a szOvettani vizsgalatokhoz. A vesét, tiidot és majat egy éjszakan keresztiil 60°C-on hagytuk,
majd a nedves/szaraz szovet aranyat kalkuldltuk. Tovabbi 5 allat bal kamra mintdit a
thoracotomiat kovetden azonnal kimetszettiik, 4°C-0s Ca®**-mentes Krebs oldatba helyeztiik,
majd folyékony nitrogén segitségével gyorsfagyasztottuk és a molekularis biologiai és az izolalt
miocita vizsgalatokig -80°-on taroltuk. Az aorta thoracicat kimetszettiik, a disztalis részét
tovabbi ex Vvivo vizsgalatoknak vetettiik ala, mig a proximalis részt 4%-0s formalin oldatban

taroltuk a szovettani vizsgéalatokhoz.



3.2.5. Szovettan

A bal kamrai mintdkon a kollagén rostok vizsgdlatdhoz Masson Trichome festési eljarast
alkalmaztunk. A 4%-os formalin oldatban tarolt mintakat paraffinba agyaztuk és 5 um
vastagsagu szeleteket metszettiink. Deparaffinalast kovetden, a gyartdi protokoll alapjan
végeztiik el a Masson Trichome festést (sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). A festési
eljaras az izomrostokat vorosre, mig a kollagén rostokat kékes-lilas szinre festi. A fibrozis
mértékét Scion Image for Windows software (ver. 4.0.2., Scion Corporation, USA) manualis
tertilet-kovetési funkcidjaval hatdroztuk meg és a teljes vizsgalati mez6hdz viszonyitva,
szazalékos értékben adtuk meg (n=3/csoport, 3-5 metszet/allat).

Az aorta thoracica paraffinba agyazott, 5 um vastagsagu szeleteit Movat-féle pentakrom
festéssel festettiik meg, lathatéva téve igy az ateroszklerotikus plakkokat (n=3/csoport, 3-5
metszet/allat). A gyarto altal ajanlott festési protokollt kovettiik (Abcam Plc., Cambridge, UK),
majd a megfestett szeleteket mikroszkop segitségével vizsgaltuk (40x vagy 100x nagyitas). Az
intima és media vastagsagat a Scion Image Windows software (ver. 4.0.2., Scion Corporation,

USA) hosszusag-mér6 funkciojaval hataroztuk meg, majd kiszamoltuk az intima/media aranyt.

3.2.6. Izolalt érgylirti vizsgalata

Thoracotomiat kovetden az aorta thoracica disztalis végébdl egy 2 mm vastagsagli szakaszt
metszettiink ki, melyet azonnal 4 °C-os Krebs oldatba helyeztiink. Ezt kdvetden a mintat
preparalokadban megtisztitottuk, értartdé drotok (,,vallfak™) segitségével teflon szervatartora
rogzitettiik, majd 36°C-os Krebs oldatot tartalmazo6 szervkadba helyeztiik (pH=7,4), 10 mN
nyugalmi fesziilés mellett. A mintadk oxigénellatasat a pipan bearamlo karbogén (95% O, 5%
CO») biztositotta. A mintak kontrakcios értékeit transzducer segitségével (SD-01; Experimetria
Ltd., Hungary) mértiik, illetve SPEL Advanced Isosys software (SOFT-02; MDE GmbH,
Heidelberg, Germany) segitségével regisztraltuk és értékeltiikk. A mintdkon harom E/c gorbét
vettlink fel: noradrenalin (NA), acetilkolin (Ach) és adenozin-5’-trifosztfat (ATP)
felhasznalasaval. Az Ach és ATP koncentracid-hatas gorbék eldtt az érgytriiket
regisztralt noradrenalin E/c gorbe alapjan hataroztunk meg. A noradrenalin E/c gorbe utan egy
75 perces mosasi periddust iktattunk be, a tobbi esetben 45 perceseket. Az azonos allatbol
szarmaz6 mintdk értékeit atlagoltuk (4 gytri/allat).

Noradrenalin esetében a kontrakcids eré novekedését, ATP esetén a csokkenését (relaxacid)

vettiik valasznak. Ach esetében a relaxaciot vettiik figyelembe, ha az érgylirti fesziilése az adott



dozis bemérését kovetden kisebb, illetve kontrakcioval szdmoltunk (méghozza a kontrakcio

maximalis értékével), ha nagyobb értéken stabilizalddott.

3.2.7. Western blot

Minden fehérjeizolalashoz 300 mg mély-fagyasztott miokardium mintat hasznaltunk fel. A
szovetet poritast kovetden a kdvetkezo dsszetételii oldatban homogenizaltuk: 25 mM Tris-HClI,
pH=8,25 NaCl, 4 mM Na-ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10 nM okadaic-
sav, 0,5 mM EDTA, ImM PMSF, proteazinhibitor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Az
Osszfehérje koncentraciot QuantiPro™ BCA Assay Kit segitségével hataroztuk meg (Sigma-
Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Germany). A fehérjéket SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztottuk szét, majd nitrocelluloz membranra
transzferaltuk elektro-blottolassal (40 mA 120 perc). A 3%-0s BSA blokkolast kovetden, a
membranokat  4°C-on a  kovetkez0  primer antitestekkel inkubaltuk:  anti-
szarkoplazmatikus/endoplazmatikus retikulum kalcium ATP-az 2a (SERCAZ2a; 1:2500), anti-
hésokk fehérje 72 (Hsp72; 1:5000), anti-vazodilatatorral stimulalt foszfoprotein (VASP;
1:1000), anti-foszfo(Ser239)- vazodilatatorral stimulalt foszfoprotein (p-VASP; 1:1000), anti-
foszfodiészteraz 9a (PDE9A; 1:2000), anti-foszfodiészteraz 5a (PDESA; 1:1000), anti-
foszfolamban (PLB; 1:2000), anti-foszfo(serl6)-foszfolamban (p-PLB; 1:2000), anti-
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH, mint haztartasi fehérje; 1:20000) (Sigma-
Aldrich-Merck KGaA és Abcam Plc, Cambridge, UK). Az antitesteket a gyartoi eldirasoknak
megfelelé higitasokban alkalmaztuk. Az el6hivashoz tormaperoxidaz-kapcsolt masodlagos
antitesteket, valamint kemilumineszcens reagenst hasznaltunk (WestemBirghtTM, ECL,
Advansta Inc, Menlo Park, CA, USA). A detektalast €s a kiértékelést Image Studio Digits ver.
5.2. software-rel (LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) rendelkez6 C-Digit® blot scanner
segitségével végeztik. Az adatokat harom fiiggetlen vizsgalat alapjan atlagoltuk (n=6
minta/csoport). A fehérje expressziot a kontroll csoporthoz viszonyitottan, a pixelstiriiség

szazalékos eltéréseként adtuk meg (a kontrollt tekintettiik 100%-nak).

3.2.8. A miokardium cGMP-tartalmanak meghatarozasa

Plc., Cambridge, UK). A cGMP abszorbancia-koncentracié gorbét kovetden, a mintakat
(n=4/csoport, dupla mérés minden esetben) 0,1M HCl-ban homogenizaltuk. A vizsgalat soran
a gyartoi protokollt kovettiik. A tormaperoxidaz-kapcsolt cGMP mennyiségét, egy G-fehérje
bevont 96-0s plate-hez kotottiik, majd az optikai siiriség (450 nm, plate olvasd, FLUOstar
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Optimam BMG Labtech. Ortenberg, Germany) alapjan meghataroztuk a mennyiséget. A
miokardialis mintdk cGMP mennyiségét a gyartoi egyenlet felhasznalasaval kalkuléltuk, és
pmol/mg szdvet értékként fejeztiik ki.

3.2.9. Titin esszé

A miokardium mintakat relaxalé pufferben homogenizaltuk, majd centrifugaltuk. A savokat
azonos mennyiségli fehérje ¢€s titin izoformaval toltottikk fel, a vizsgalatot agarozzal
megerositett 1,8%-o0s géleken SDS-PAGE modszerrel végeztik. A titin és az izoforma
analizéshez a géleket Coomassie kék fehérjefestékkel (Reanal Kft., Budapest, Mo.) festettiik.
Ezen tulmenden Western blot mddszerrel azonositottuk az 6ssz foszfo titin (szerin, treonin
aminosavak foszforilalasa), valamint a PS4080 specifikus foszforilacié mértékét, melyeket a
total protein értékekre normalizaltunk. Utobbi jelentdségét adja, hogy ebben a pozicidban

talalhat6 szerin PKG specifikusan foszforildlodik.

3.2.10. In vitro PDE1 gatlas

A BGP-15 PDE1 gatld képességét specifikus kolorimetrids vizsgalattal (Abcam Plc.,
Cambridge, UK) hataroztuk meg. A vizsgalat alapja a cGMP hasitasa PDE1 altal 5'-GMP-vé,
amelyet az 5'-nukleotidaz enzim tovabb hasit GMP-vé és foszfatta, és a foszfat mennyiségét
Malachit Green reagenssel hatarozzak meg. A gorbe elkészitése utan (abszorbancia - 5'-GMP
koncentracid) egy 96 lyuku plate-re loadoltuk a vizsgalati puffert, 0,5 mM cGMP szubsztratot,
5'-nukleotidaz enzimet (5 kU/ml), PDE1 enzimet (4 mU/pul), és a tesztvegyiiletet (BGP-15). A
BGP-15-6t 40, 100, 200 és 500 uM koncentracidban vizsgaltuk. Az iires lyukak csak a
vizsgalati puffert tartalmaztak (a hattér kivondsdhoz). Pozitiv kontrollként 40 uM izobutil-1-
metil-xantint (IBMX, IC50 PDEI esetén = 25 uM) alkalmaztunk. A negativ kontroll csak a
reagens mixet tartalmazta, hatdanyagok nélkiil. 50 perc, 37°C-os inkubacidit kovetden
modositott Malachit Green vizsgalati reagenst adtunk minden egyes lyukhoz. Tovabbi 20 perc
inkubaci6 utan az abszorbanciat Varioskan LUX spektrométerrel (ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) mértiikk 620 nm-en, és kiszamitottuk a keletkezett 5'-GMP mennyiségét.
A ,teszt” lyukakban a PDEI aktivitast a ,,kontroll” PDEI1 aktivitadsra normalizaltuk, amelyet
100%-osnak tekintettiink. Az adatokat egyutas ANOVA-val végeztiik, Tukey utoteszttel.

3.3. Statisztikai elemzés

Az egyes csoportokra vonatkozo6 adatokat szdmtani kdzép £ SEM (standard error of the mean)

formaban adtuk meg.
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Az elso kisérleti elrendezésben az adatok normalitasat D'Agostino & Pearson omnibus és
Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk.

Két csoport kozépértékeit kétmintds Student-féle t teszttel (normal eloszlds, homogén
varianciak), kétmintas Welch-korrigalt t teszttel (normal eloszlas, szignifikdnsan kiilonb6zo
varianciak) vagy Mann-Whitney U teszttel (nem-normal eloszlas) hasonlitottuk 6ssze. Ketténél
tobb csoport kozépértékeit egyutas ANOVA-val és az azt kovetd Tukey post hoc teszttel
(normal eloszléas) vagy Kruskal-Wallis teszttel ¢s Dunn post hoc teszttel (nem-normal eloszlas)
hasonlitottuk 0ssze. A kozépértékek eltérését p < 0.05 értéknél tekintettiik szignifikansnak. Az
adatokat Microsoft Excel 2013 szoftver segitségével taroltuk és rendszereztiik, az elemzést és
az abrak készitését GraphPad Prism 8.4.2. szoftverrel (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA) végeztiik.

A masodik kisérleti elrendezés 1. Protokolljaban az echokardiografia alapértékeit és a 20 perccel
a BGP-15 beadasat koveto értékeket hasonlitottuk 0Ossze, mind kontroll, mind
hiperkoleszterinémias nyulak esetén. Két utas ismételt méréses ANOVA-t hasznaltunk, mivel
a modszer lehetové teszi két végpont kozotti, egymas mellett futd adatok Osszehasonlitasat a
két faktor (a BGP-15 kezelés és az aterogén tap) befolyasold hatasanak figyelembevételével.
Emellett kalkulaltuk a két faktor kozotti interakcios értéket.

A 1II. Protokoll esetén, a harom csoport esetén a paraméterek végpontjainak gaussi eloszlasat a
Shapiro-Wilk normalizacios teszttel tudtuk megbecsiilni. A statisztikahoz egyutas
varianciaanalizist (ANOVA) kovetd Tukey post-hoc tesztet (normal eloszlas esetén), illetve
Kruskal-Wallis tesztet koveté Dunn’s post-hoc tesztet (nem normal eloszlas esetén)
alkalmaztunk.

Az analizist GraphPad Prism 8.4.2. szoftverrel végeztiikk (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA), a kiilonbséget p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. Eredmények
4.1. Izolalt trabecula vizsgalata

4.1.1. Jobb pitvari mintak kontrakcids ereje

A direkt (n=10) és indirekt (n=16) mintdk homogénnek bizonyultak a nyugalmi kontrakcios erd
tekintetében. A direkt csoport (melyben a mintdkat nem kezeltiikk isoproterenollal) két
alcsoportjaban (BGP-15: n=6 és propranolol: n=4) szintén nem volt kiilénbség a nyugalmi
kontrakcios értékek kozott. Azon mintak esetén, melyek isoproterenol kezelésben részesiiltek,
az 1SO-ra adott valasz alapjan négy tipust kiilonitettiink el: konzekvensen negativ inotrop
valaszt ado (n=2), gyenge pozitiv inotrop valaszt add (n=5), erds pozitiv inotroép valaszt add
(n=7), valamint extrém erds pozitiv valaszt ado (n=2). A tovabbiakban a gyenge ¢és erds pozitiv
inotrop valaszt ad6 alcsoportokat indirekt csoporttd vontuk Ossze (n=12), igy az indirekt
csoportba olyan minték tartoztak, melyek pozitiv inotrop valasza 0%-nal nagyobb, ugyanakkor
100%-nal nem volt nagyobb. Maga a nyugalmi kontrakcios erd a gyenge alcsoportban nagyobb
volt az erds alcsoporttal Osszehasonlitva, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikans.
Osszefoglalva, a jelen vizsgalatban a mintak nyugalmi kontrakciés ereje hasonld volt
(leszamitva az isoproterenol kezelésre extrém erds valaszt ado két mintaét, melyek a negativ

valaszt adokkal egyiitt kizarasra kertiltek).

4.1.2. Adenozinra adott valasz

A mintak adenozinra adott valaszait a 3. adenozin E/c gorbe alapjan értékeltiik. Az adenozin
direkt negativ inotrop hatdsa minden csoportban hasonlo6 volt, mutatva a mintdk homogenitasat,

hiszen az adenozin E/c gorbéig minden minta azonos beavatkozasokon ment keresztiil.

4.1.3. Isoproterenolra adott valasz

Az isoproterenolra a mintak (kettdé kivételével) pozitiv inotrép valaszt adtak. A pozitiv
vélaszokat erésségiik alapjan osztalyoztuk: gyenge valasz: ha a valasz maximuma nem érte el
az 50%-ot (azaz a nyugalmi kontrakcié kevesebb, mint 50%-kal emelkedett); erds valasz: ha a
maximum 50-100% kozott volt; extrém erds valasz: ha a maximum nagyobb volt, mint 100%.
Az el6zdekben leirtaknak megfelelden a negativ inotrdp €s extrém erds pozitiv inotrop valaszt
ado mintakat kizartuk a tovabbi elemzésbdl. Szinte minden isoptroterenolra adott valasz esetén

szignifikans volt a kiillonbség az erds és a gyenge csoportok kozott. Mindkét csoport esetén az
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isoproterenol hatasanak fo jellemz6i (a maximalis valasz és a félhatasos koncentracid) negativ
korrelaciot mutattak a nyugalmi kontrakcids erdvel, ami nem volt szignifikans (Pearson r=0.41,

p=0.19; Spearman r=0.32, p=0.31).

4.1.4. Propranololra és BGP-15-re adott valasz

Mind a propranolol, mind a BGP-15 erételjes, koncentracio-fliggd negativ inotrop hatast fejtett
ki az ingerelt mintainkra, direkt és indirekt protokoll esetén egyarant. Ez a két hatas tobb
hasonlésagot is mutatott (példaul a hatas maximumat tekintve), azonban néhany fontos
kiilonbség is megfigyelhetd a propranolol és a BGP-15 hatdasa kozott. A legnagyobb
kiilonbséget a két vegyiilet potencialjaban tapasztaltuk: a BGP-15 kevésbé bizonyult potensnek
a propranolollal Osszehasonlitva (mind a direkt, mind az indirekt hatds tekintetében).
Ugyanakkor a BGP-15 er6teljesebb direkt negativ inotrop hatast fejtett ki, mig propranolol
esetén jelentdsebb az indirekt negativ inotrop hatds, ami féleg a nagyobb koncentracioknal
figyelhetd meg. Emellett a BGP-15 indirekt negativ inotrép hatdsa kdzepes és nagyobb
koncentraciok esetén kifejezettebb volt azokon a mintakon, melyek isoproterenolra is
erdteljesebb valaszt adtak. Ezzel ellentétben a propranolol esetén nem volt szignifikans
kiilonbség az isoproterenolra adott valaszok alapjan kialakitott két csoport kozott (egy ilyen
tendencia azonban megfigyelheto).

A diabétesz mellitus BGP-15-re gyakorolt hatdsanak megismeréséhez kettébontottuk az
indirekt csoport adenozin, ISO és BGP-15 gorbéit a betegek anamnézisében szerepld
diabéteszes allapot szerint. Az eredmények nagymértékben egybevagtak a korabbi
megfigyeléseinkkel, mely alapjan a Gyenge és Erds alcsoportot 1étrehoztunk. Az ISO és a BGP-
15 szignifikansan nagyobb hatast fejtett ki diabéteszes mintdk esetén Osszehasonlitva a nem
diabéteszes mintakkal. Ennek oka minden jel szerint a nagy atfedés az indirekt csoport Erds
alcsoportja és a diabéteszes csoport kozott. Az indirekt csoport 12 mintdjabol 7 adott erds
valaszt az isoproterenolra, ebbdl a 7 erds valaszt adobol pedig 4 anamnézisében szerepelt a
diabétesz. Ezzel ellentétben az ISO-ra gyenge valaszt ado csoport 5 mintdjabol egyik sem
bizonyult diabéteszesnek. Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
diabétesz mellitus az egyik f6 (ha nem a legfébb) oka a mintdk emelkedett ISO
érzékenységének. Sajndlatos modon az alacsony mintaszdam nem teszi lehetévé annak
differencialast, hogy az 1. vagy a 2. tipust diabétesz mellitus (esetleg mindkettd) felelds-e a
leirt jelenségért. Ugyanakkor az altalunk felhasznalt mintdkban a 2. tipust diabétesz mellitus

talsulyat tapasztalhatjuk: 7/9/22 (2. tipusu diabétesz mellitus/minden diabéteszes beteg/minden
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beteg; a direkt és az indirekt csoportokban Gsszesen), illetve 3/4/12 (csak az indirekt csoport

esetén).

4.15. A betegadatok és a mintak viselkedésének kapcsolata

Mintagytijtés soran 30 beteget vontunk be (7 n6 és 23 férfi, életkorunk 29 és 78 év kozotti: 59,5
+ 12,4), amibdl 27 volt technikailag megfeleld. A 27 mintabol 10-et (3 nd és 7 férfi, életkoruk
40 és 70 év kozotti: 58,7 £ 9) véletlenszeriien a direkt csoportba osztottunk, mig a 16 minta (2
né és 14 férfi, életkoruk 29 és 76 év kozotti: 57,9 = 13,5) mindegyike kapott isoproterenolt.
Ezen vizsgdlati elrendezésben az a 12 beteg (1 nd és 11 férfi, életkoruk 29 és 76 év kozotti: 58,7
+ 15,4), akiknek a pitvarmintai az ISO kezelésre nem adtak szokatlan valaszt, alkottak az
indirekt csoportot.

Mindegyik mintaadonk tobb stlyos betegségben is szenvedett és szamos gyogyszert szedett.
Ezen tényezdk koziil a nitratok (NO donorok) és a trimetazidin gyakoroltak jotékony hatast a
mintak kontrakcids erejére. A diabétesz mellitus és a hipertonia emelték, a protonpumpa gatlok
viszont csokkentették az ISO-ra adott valaszt. Ezek koziil egyik dsszefiiggés sem bizonyult

szignifikansnak.

4.2. BGP-15 kezelt nyulak vizsgélata

4.2.1. Diasztolés funkcid

Az egyszeri, i.v. BGP-15 dozis echokardiografias hatasainak vizsgélatahoz 16 hétig aterogén
tapon tartott, illetve az azonos koru kontroll 4&llatokat vizsgaltuk. Az kiindulési
(gyodgyszermentes) értékeket mind a két csoport esetén két utas, ismételt méréses ANOVA
teszttel hasonlitottuk 6ssze a BGP-15 beadésat kovetden kapott értékekkel. Ahogyan varhato
volt, a két csoport értékei eltérést mutattak. Az E/A ¢és e’/a’ aranyokban csokkenést
tapasztaltunk a 16 hetes aterogén kezelés hatasara. Az E/e’ arany és a Tei-index értékei
emelkedtek a HC csoportban a kontrollhoz képest, ugyanakkor az ejekcios frakciod csokkenést
mutatott a II. protokoll és a korabbi tapasztalatainkkal Gsszhangban. Az ejekcios frakcio
véltozatlan maradt a BGP-15 injekciot kovetden. Ugyanakkor a BGP-15 szignifikdnsan
csOkkentette a szivfrekvenciat (p=0,0142), illetve HC nyulak esetén szignifikdnsan novelte az
E/A aranyt (p=0,0008) a kiindulési értékekhez képest. Mivel a transzmitralis E/A arany fiigg a
szivfrekvenciatdl, a diasztolés funkciot tobb standard paraméter segitségével vizsgaltuk.

Szoveti Doppler e’ hullam sebessége és az e’/a’ ardnya szignifikansan megndvekedett a BGP-
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15 beadasat kdvetden mind a két csoport esetén, de a valtozasok még erdteljesebbek voltak a
HC allatoknal (e’ esetén p=0,0004; e’/a’ esetén p= 0,0012). Az E/e’ aranya (mely a bal kamra
tel6dés alatti nyomasat jellemzi) csokkent a BGP-15 bolust kovetéen mindkét csoportban, de
nagyobb eltérés mutatkozott ebben az esetben is a HC allatok kezdeti és végpont értékei kdzott
(p=0,003). A Tei-index jelentésen lecsokkent a gyogyszerbeadast kovetéen (p=0,028). Noha a
HC csoport echokardiografias paramétereit a BGP-15 injekcid jelentdsen befolyasolta, azonban
a kontroll allatok értékei kozel valtozatlanok maradtak.

A hossza tava BGP-15 kezelés (II. Protokoll, 10 mg/ttkg BGP-15 per os 16 héten at) soran az
echokardiografias valtozasok hasonlosagot mutattak az egyszeri dozisos vizsgalatainkhoz. A
16 hetes kezelést kovetden a bal pitvar atmérdje €s az aortagyok atmérdjének aranyaként
definialt, bal pitvari megnagyobbodast tapasztaltunk a HC csoportban a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva (p<0,0001), melyet ellenstlyozott a 16 hetes BGP-15 kezelés (p=0,0478
HC+BGP-15 vs. HC). A szisztolés és diasztolés falvastagsag akarcsak a MAPSE és TAPSE
értékek a csoportok kozott valtozatlanok voltak. Ugyanakkor kiemelkedd valtozast
tapasztaltunk a diasztolés funkcio tekintetében: az E/A és szdveti e’/a’ arany szignifikdnsan
csOkkent a HC csoportban a kontrollhoz képest (p<0,0001 és p=0,0013), A deceleracids idd
pedig megnyult (p=0,0008), mikézben a BGP-15-kezelt allatok a kontrollhoz hasonlo
eredményeket produkaltak, a HC értékekhez képest mindenképp javulést tapasztaltunk (p=
0,0993, p=0,0002 és p=0,0125). A bal kamra tel6dési nyomasat jellemzd E/e’ arany dramaian
megemelkedett a HC csoportban (p<0,0001 vs. kontroll) és szignifikansan csokkent a
HC+BGP-15 kezelésben (p=0,0048 vs. HC). Hasonl6 mintat figyelhetiink meg az
izovolumetrias relaxacios id6 (IVRT: p<0,0001 HC vs. kontroll; p=0,003 HC+BGP-15 vs. HC)
¢s a Tei-index (p<0,0001 HC vs. kontroll; p<0,0001 HC+BGP15 vs. HC) tekintetében is.
Osszegezve, mind az egyszeri, mind a kronikus BGP-15 kezelés szignifikansan javitotta az
echokardiografids paramétereket, kiilonosen a diasztolés funkcio allapotanak indikalo értékeket
a csak aterogén kezelésben (HC csoport) részesiilé nyulakhoz viszonyitva.

A hosszu tavl kezelést kovetden nem taldltunk kiilonbséget a morfometrids paraméterek
tekintetében. A HC és HC+BGP-15 csoport allatainak sulygyarapodasa az aterogén tappal
magyarazhatd. Noha a HC+BGP-15 csoportban a sziv tomege ndvekedett, a bal kamra mérete
teljes szivhez viszonyitva csokkent. Az echokardiografiabol eredd morfometrids paraméterek,
mint a bal kamrai szivizomtomeg index (left ventricle mass index, LVMi), bal kamrai vég-
diasztolés volumenindex (left ventricle end-diastolic volume index, LVEDVi) és relativ
falvastagsag (relative wall thickness, RWT%) kozott csupan tendencia lathato a HC és a

HC+BGP-15 csoportok kozott. A nedves-szaraz szovetek aranya nem kiilonbozott az egyes
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csoportok esetén. A Masson Trichome festési eljaras enyhe fibrotikus atrendezddést mutatott
mind a HC mind a HC+BGP-15 csoportokban, ugyanakkor a fibrozis mértéke (mely a
fibrozisos teriilet és a teljes vizsgalati mezd szdzalékos aranya) enyhe csokkenést mutatott a

BGP-15 kezelés hatasara.

4.2.2. Szérum lipid paraméterek

A Il. protokollban 16 héten at alkalmazott aterogén tap kovetkezményeként
hiperkoleszterinémia ¢€s diszlipidémia alakult ki. Emelkedett az 6sszkoleszterin, LDL, HDL,
ApoA ¢és ApoB szintek mind a HC mind a HC+BGP-15 csoportok esetén a kontrollhoz képest.
A BGP-15 kezelés nem tudta szignifikdnsan csokkenteni a szérum lipid paramétereket,
majenzim értékeket vagy a CK és CK-MB szinteket. Az oszteokalcin, mely egy kevéssé ismert,
az ateroszklerdzissal €és korondria megbetegedésekkel negativan korreldldé marker, szintén

csokkenést mutatott a HC és HC+BGP-15 csoportokban a kontroll csoporttal szemben.

4.2.3. Endotélium-fliggd vazorelaxacid

A 1II. protokoll sordan vizsgalt izolalt aortagylirlik noradrenalin E/c gorbéi tekintetében
szignifikans kiilonbség mutatkozott a kontroll és a HC csoportok kozott 10 és 100 nmol/l
koncentraciok esetén. A BGP-15 kezelés nem volt hatassal az aterogén tap hatasara
megvaltozott noradrenalin érzékenységre. Az Ach minden csoport esetén kezdetben
vazorelaxciot valtott ki (< 1 pmol/l), nagyobb koncentracioknal viszont mar vazokonstrikciot
tapasztaltunk (> 1 pmol/l). Az aterogén tappal kezelt csoport acetilkolinnal szembeni relaxacios
készsége szignifikdnsan elmaradt a kontroll csoportéhoz képest. A kialakult endotél
diszfunkcion a BGP-15 kezelés nem tudott javitani. Az ATP mind a harom csoport esetén
vazorelaxaciot okozott, ami a kontroll csoport esetén volt a legerételjesebb. A BGP-15 az Ach-
hoz hasonléan ATP esetén sem enyhitette az aterogén tap endotél-funkciora kifejtett karositd
hatasat.

A Movat-fél pentakrom festéssel sikeriilt feltarni a HC és a HC+BGP-15 kezelt allatok intima
felszinének sulyos ateroszklerotikus plakkosoddsat. A kontroll csoport intima felszine
elvaltozasoktdl mentes maradt. Az intima/media ardny a kontrollhoz képest jelentdsen nétt a
HC csoportban, mig a BGP-15 kezelés enyhén csokkentette ezt az ardnyt, &m utobbi csoport
aortagyok metszete is sulyos plakkosodast mutatott. A két vizsgalat eredményeként

megallapithatjuk, a BGP-15 nem tudta meg6vni modelliink vaszkularis allapotat.
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4.2.4. cGMP szint

Az egyes csoportok esetén specidlis assay segitségével hataroztuk meg a cGMP szinteket
(n=4/csoport). A kontroll ¢s HC allatok cGMP szintje nem kiilonb6zott jelentdsen (10,49+1,584
vs. 12,94+2.301 pmol/mg), ugyanakkor a BGP-15 csoport allatai esetén szignifikans
emelkedést tapasztaltunk (33,89+5,271 pmol/mg) a HC csoport allataival Gsszevetve
(p=0,0052).

4.2.5. Invitro PDEI gatlas

A BGP-15 enzimgatld képességének felmérésére foszfodiészteraz aktivitasi vizsgalatot
végeztiink. Gatlas nélkiil (kontroll) 20 mU PDE enzim 2 nmol 5'GMP-t generalt 200 uM
cGMP-bdl 37 °C-on 60 perc alatt. EQy nem specifikus PDE-inhibitor, az IBMX (3-izobutil-1-
metil-xantin; 40 uM) szignifikdnsan, 67%-ra csokkentette a PDE aktivitast (a kontrollhoz
képest). A BGP-15 dozisfiiggben gatolta a PDE aktivitast, ami szignifikans volt (a kontrollhoz
képest) 100 uM és 200 uM koncentracidkban.

4.2.6. PKG-tengely

Western blot analizis segitségével deriilt fény a PKG ttvonal sériilésére HC allatok bal kamrai
miokardiumaban. A hosszi tavia BGP-15 fokozta a cGMP-PKG utvonal egyes
kulcsmediatorainak expressziojat. A PKG expresszid szignifikdnsan emelkedett mind HC,
mind HC+BGP-15 csoportok esetén a kontrollhoz képest (p=0,0228). A cGMP/PKG aranyt a
kontroll csoport szintjére normalizalva (100%), HC csoport esetén a kontrollhoz képest jelentds
csokkenést (n=4, p=0,0052), mig HC+BGP-15 csoport esetén a HC allatokhoz viszonyitva
emelkedést (p=0,0117) figyeltink meg. A p-(Ser239)-VASP/VASP (PKG enzimaktivitas
jelzdje) ugyanezt a mintat mutatta kontroll vs. HC (p=0,0471), illetve a HC+BGP-15 vs. HC
csoportok esetén (p=0,0173). Noha a SERCA inhibitor foszfolamban (PLB) szignifikans
csokkenést mutatott a HC+ BGP-15 csoportban a HC allatokkal 6sszehasonlitva (p=0,0284), a
SERCA vagy a PLB/SERCA arany nem mutatott kiilonbséget a két csoport kozott. Ezzel
ellentétben, a Ser16 aminosavon foszforilalt PLB (az 6sszfoszfolamban szinthez viszonyitva)
szignifikans emelkedést mutatott a HC+BGP-15 csoportokban a HC csoporthoz képest
(p=0,0274). A PDE9A szintje emelkedett mind a HC, mind a HC+BGP-15 csoportok esetén a
kontrollal 6sszevetve (p=0,0283 ¢és p=0,0035). Ugyanakkor a PDES expresszidja (mely
ugyancsak egy kardialis cGMP-specifikus foszfodiészteraz) emelkedett a HC (p=0,056 vs.
kontroll), de a HC-hoz viszonyitva csokkent a HC+BGP-15 csoportok esetén (p=0,025). A
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Hsp72 szintje nem mutatott jelentds kiilonbséget az egyes kezelések esetén. Minden analizis
esetén a savokat GAPDH-ra mint héztartdsi fehérjére normalizaltuk, a jelintenzitist a

kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben adtuk meg (melyet 100%-nak tekintettiink).
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5. Megbeszélés

Legjobb tudomasunk szerint a jelen értekezésben targyalt human kutatds volt az els6, ami a
BGP-15 inotrop hatasat vizsgalta és hasonlitotta Gssze a nem kardioszelektiv B-adrenerg
antagonistak prototipusaval, a szerkezetileg rokon propranolol inotrép hatasaval. Az
Osszehasonlitds alapjat a két vegyiilet strukturalis hasonlosdga adja, melynek alapjan
feltételeztiik, hogy a BGP-15 is rendelkezhet B-blokkold aktivitadssal. Ezt a mechanizmust az
alkalmazott vizsgalati mddszeriinkkel sem megerdsiteni sem megcafolni nem all moédunkban,
a vizsgalat célja a kontrakcids erére gyakorolt hatds Osszehasonlitdsa volt. Az altalunk
alkalmazott izolalt, ingerelt human pitvari trabecula modellen a kontraktilitds megbizhatdan, a
kronotropia befolydsold hatdsdnak kizarasaval vizsgalhatd. Kisérleteink alapjan kis
koncentracioban (<10umol/l) alkalmazva a BGP-15 negativ inotrop hatasa elhanyagolhat6 volt,
ugyanakkor a koncentracié ndvelésével (>1mmol/l) erdteljessé valt. Felnott betegek esetén a
BGP-15 inzulinérzékenyit6 hatasat 2-3 mg/kg/nap dozisban mar kifejtette, ami mikromolos
mennyiségnek felelhet meg a szervezetben. Ezt a megfigyelést kiegészitve azzal a
tapasztalatunkkal, hogy a BGP-15 negativ inotropia szempontjabol gyakorlatilag hatastalan 10
pumol/l koncentracioig, arra kovetkeztethetiink, hogy a BGP-15 mar kialakul6d jotékony
metabolikus hatasat ebben a koncentracidtartomanyban még nem kiséri a kontraktilitas
szamottevd csokkenése.

Kozepes koncentraciok esetén (10 pmol/l és 1 mmol/l k6z6tt) a BGP-15 indirekt negativ inotrop
hatdsa a pitvar ISO érzékenységétdl fliggott: csak azon a mintdk esetén fejtett ki a BGP-15
eroteljes negativ inotrop hatéas, melyek az ISO-ra erételjes pozitiv inotrdp valaszt adtak. A leirt
jelenség a BGP-15 esetében kedvezd lehet, hiszen a tulzott szimpatikus tonus alatt allo sziv
mitkddését visszafoghatja a nyugalmi kontraktilitds érdemi befolyasolasa nélkiil, igy csupan
akkor van hatdsa, amikor éppen sziikség van rd a szimpatikus talsuly miatt. Ez bizonyos
hasonlosagot mutat az antiaritmids szerek (lidokain) negativ kronotop hatasaval, melyek
hatékonyan tudjadk a szivet lassitani tachicardia esetén, bradikardidban viszont hatastalanok
(kialakitva ezzel az un. use-dependent hatést).

Megvizsgalva a pitvari mintak funkcioja (a kontrakcios erd és az ISO-ra adott valasz), valamint
a paciensek allapota (nem, betegségek, alkalmazott gyogyszeres terapia) kozotti
Osszefiiggéseket arra jutottunk, hogy az ISO-ra adott valasz kapcsolatban all a hipertoniaval és
a diabétesz mellitusszal. Az ISO-ra erds valaszt adok tobbsége a (foként 2-es tipust) diabéteszes

betegesoportbol keriilt ki. Erdekes megfigyelés, hogy az ISO valaszkészség forditott
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Osszefliggést mutat a pitvari miokardium allapotaval. Ezt a kovetkeztetést megerdsitette, hogy
minden vizsgalt koros allapot fokozta az ISO valaszkészséget.

A diabéteszes és nem diabéteszes betegek mintdinak viselkedése és az ISO-ra adott valasz
alapjan végzett 6sszehasonlitas nagymértékii hasonlosagot mutatott. A BGP-15 szignifikansan
nagyobb indirekt negativ inotrop hatast gyakorolt a diabéteszes betegek mintdira a nem
diabéteszekéhez képest. Ez a megfigyelés egybevag azon eredményekkel, melyek szerint az
inzulin rezisztencia novekedésével (tehat az inzulin hatasanak csokkenésével) nd a sziv -
adrenerg stimulalt allapota. Ez a kapcsolat az inzulin és a B-adrenerg agonistak kolcsondsen
egymas ellen dolgoz6 jelatvitelébdl szarmazhat, ami hozzajarulhat az 0j tipust B-blokkolok
inzulinrezisztenciat enyhité hatdsdhoz a szivben.

A jelen disszertaciét megalapozd munkank masodik részében, a BGP-15 akut és kronikus
alkalmazasat vizsgéalva, a kardialis funkciok javuldsat tapasztalhattuk ateroszklerdzisban
szenvedd nyulak esetén. A BGP-15 megtartotta a diasztolés funkci6 értékekeit, helyreéllitotta
a PKG aktivitast, fokozta a titin foszforilacidjat, mely miofilamentum fehérje felelos a
diasztolés nyomasért. Fontos megjegyezni, hogy ez a hatds fliggetlen volt a vaszkularis
statusztol, lipidszintektdl és ateroszkelrdzistol.

Az echokardiografiai eredményeink alapjan mind az egyszeri bolus, mind a hosszu tavu oralis
BGP-15 kezelés megtartotta a sziv diasztolés allapotat. A szoveti e’/a’ arany (mely fiiggetlen a
szivirekvenciatol) szignifikdnsan megemelkedett a BGP-15 injekcidt kovetden, sugallva a
BGP-15 direkt miokardidlis relaxald hatdsat. Noha egyszeri kezelés nem volt hatassal az
ejekcios frakeio értékeire, hosszu tava kezelés esetén szignifikdns emelkedést tapasztaltunk a
BGP-15 kezelt allatokban a HC csoport egyedeivel dsszehasonlitva, mely feltételezhetden a
javuld diasztolés teljesitmény és alacsonyabb szivfrekvencia eredménye lehet. Mivel
szakirodalmi adatok alapjan a diasztolés diszfunkci6 alapvetd molekularis hatterét a
miokardidlis szovet PKG szignalizaciés utvonalanak romlésa adja, a BGP-15 jotékony
hatasanak feltarasahoz a cGMP-PKG kaszkadot vizsgaltuk. Vizsgalatunk egyik f6 eredménye,
hogy a BGP-15 kezelés emelte a cGMP szintet, ezaltal fokozta a HC allatok sériilt
miokardiumanak PKG aktivitasat. A HC nyulak bal kamrajaban a cGMP-re nagyfoku
szelektivitast mutaté PDE9A ¢és PDESA emelkedett expressziojat tapasztaltuk, utobbi A BGP-
15 kezelésre szignifikans csokkenést mutatott. Ezen tilmenden a PDE1 gatlast (mely szintje
jelentdsen emelkedik karosodott szivizomban) in vitro kolorimetrids PDE kit segitségével is
igazoltuk. A PKG szubsztratok koziil Western blot technikaval vizsgaltuk a foszfolamban
(PLB) expressziot, mely a SERCA pumpa gatlasdval a miocitak relaxécios idejének

megnyuldsat okozza, igy a kardialis relaxacio szabalyozasaban kulcsszerepet jatszik. A PKG
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vagy PKA altal, Ser16 (vagy PKA éltal Thr17) pozicidéban foszforilalt PLB SERCA pumpat
gatld hatdsa megszlinik. A BGP-15 kezelés hatasara az 6ssz PLB expresszio csokkent, valamint
a Ser16 PLB aranya a PLB-hez viszonyitva megemelkedett. Ezen eredményeink korrelalnak az
in vivo tapasztalatainkkal, ahol a megnytlt IVRT a BGP-15 kezelés hatasara normalizalddott.
A Ca?* homeosztazis rendellenességei mellett a diasztolés funkcidt szintén befolyasolja a
miofilamentum fehérjék és az extracellularis matrix valtozdsai. Masson’s trichome festéssel
fibrotikus atrendezddést mutattunk ki a HC csoport egyedeinek szivmintdibol, melynek mértéke
a bal kamraban csokkent a BGP-15-kezelt csoport esetén. Mindezek mellett a molekularis
vizsgalatok alapjan a BGP-15 kedvezden befolyésolta a titin foszforilacidjat és izofomajat. A
HC csoport allataiban a titin N2BA/N2B expresszio aranya szignifikansan eltolédott az N2B
iranyaba, emellett a titin N2-Bus foszforilaci6 csokkent, kovetkezményesen a kardiomiocitak
passziv merevsége emelkedett. Legjobb tudomésunk szerint a szakirodalomban ez a vizsgalat
volt az elsd, melyben HC nyulakon ki tudtuk mutatni a titin izoformak valtozasat. Kutatasunk
egyik f6 eredménye, hogy a megtartott funkcionalis értékek és a miocitak passziv csokkend
merevsége mellett, a BGP-15 kezelt allatokban a titin izoformak Osszetétele és az N2-Bus
foszforilacié helyreallt. Osszességében, eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a
BGP-15 kezelés diasztolés diszfunkciot ellenstilyozo hatdsa részben magyarazhat6 a megtartott
miofilamentum funkcidval, melynek hatterében a titin megndvekedett foszforilacioja all.
Masodik kisérleti elrendezéslinkben tehat sikeriilt igazolni mind egyszeri intravénés, mind
hosszu tava oralis kezelés mellett a BGP-15 diasztolés diszfunkciot javitd hatasat
ateroszler6zisos nytlmodellen, mely hatas a vaszkularis allapottdl fiiggetlennek mutatkozott.
Sikertiilt igazolni a PDESA expresszio csokkenését hosszu tava kezelés mellett, in vitro pedig a
PDEZ1 gatl6 hatast, valamint a titin izoformak esetén az N2-Bus foszforilacio helyreallasat.
Eredményeink alapjan a BGP-15 szamos protektiv hatdsdval egy potencialis kardiologiai
gyogyszerjeldlt, hatdismechanizmusanak teljes feltérképezése azonban tovabbi vizsgalatokat
igényel. Kutatdsaink soran igazoltuk a diasztolés diszfunkciot mérsékld, valamint diabéteszes
betegcsoporton kifejtett erdteljesebb hatasat, melyek alapjan a BGP-15 a metabolikus

szindroma, valamint a diabéteszes szivelégtelenség hianypotld farmakonjava valhat.
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6. Osszefoglalas

A metabolikus szindroma egy sulyos, életet veszélyeztetd betegség, melynek kezelése az egész
¢letet végigkisérheti. A jelenleg rendelkezésre allo terdpia mind hatéanyagok, mind a
hatdsossag tekintetében limitalt. Kutatdsaink soran a BGP-15, II. klinikai fazison tuljutott
hatéanyag jeldltet vizsgaltuk, mely szamos jotékony hatasa nyert igazolast a korabbiakban. Els6
kisérleti elrendezésiinkben nyitott szivmutétekbdl szarmazé human trabeculdn igazoltuk a
molekula negativ inotrop hatasat, mely hatas nagymértékben fiiggott az eldzetes isoproterenol
prekontrakciotol (indirekt), csak nagyobb dozis esetén volt attol fliggetlen. JelentOs
eredményiink, hogy a BGP-15 negativ inotrop hatdsa Osszefliggést mutatott a diabéteszes
allapot meglétével. Azon mintadonorok, akik diabétesz mellitusban szenvedtek, szignifikansan
erdteljesebben reagaltak az isoproterenol pozitiv inotrép hatisara, valamint a BGP-15
jelentésebb negativ inotrop hatast fejtett ki ezeken a mintdkon. Masodik kisérleti
elrendezésiinkben hiperkoleszterinémias nyulmodellt alkalmazva vizsgaltuk a BGP-15 rovid
(egyszeri i.v. bolus) és hosszu tavi (p.o. 16 hetén at) hatdsat a kardialis funkciokra.
Tapasztalataink alapjan a BGP-15 javitotta a diasztolés diszfunkcid paramétereit, ugyanakkor
nem befolyasolta a vaszkularis NO felszabadulast. Kardidlis hatasait funkcionalis
vizsgalatokkal igazoltuk, a lezajlo folyamatok megértéséhez pedig molekularis biologiai
vizsgalatokat végeztiink. Eredményeink alapjan a BGP-15 javitotta a titin izoformak, illetve
novelte a Ser16 foszfolamban aranyat, mely fehérje foszforilalatlan dllapotban a SERCA pumpa
gatlasan keresztiil részt vesz a sziv relaxald folyamataiban. Csokkentette az 6ssz foszfolamban,
emelte a cGMP szintet, mely a PKG utvonalon keresztiil szerepet jatszik a szivelégtelenség
Kutatéasainkkal igazoltuk, hogy a BGP-15 a szivelégtelenség tobb diasztolés paraméterét képes
javitani, illetve, hogy hatédsai erdteljesebben jelentkeznek diabéteszes sziv esetén. Szem el6tt
tartva a metabolikus szindréma mint betegségegyiittes sulyossagat, illetve a rendelkezésre allo
gyogymodok korlatjait, megfontolandd6 a BGP-15 gyogyszerjeloltet a tovabbi kutatasok

koézéppontjaba helyezni.
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8. Koszonetnyilvanitas

Halas kdszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Juhasz Béla egyetemi docensnek belém vetett hitéért,

hogy PhD hallgatojava fogadott, munkam soran folyamatosan biztatott, értékes tanacsaival latott el.

EzGton szeretném megkdszonni Prof. Dr. Szilvassy Zoltan Intézetvezetdnek a lehetoséget, hogy PhD

munkdmat a Farmakologiai €s Farmakoterapiai Intézetnél végezhettem.

Végteleniil halds vagyok Dr. Gesztelyi Rudolf egyetemi docensnek, aki szakmai tdmogatasa mellett

baratsagéval is megajandékozott.

Kiilon koszondm Dr. Erdei Tamas Daniel kutatétarsamnak a humén vizsgalatok soran, valamint Dr.

Priksz Dénielnek az allatkisérletekben nyujtott hatalmas segitségét.

Szeretném megkoszonni Dr. Szerafin Tamas egyetemi docensnek, a Szivsebészeti Tanszék vezetdjének

a tamogatasat a human vizsgalatokban.
K06szonom Dr. Kozma Mariannak a western blot vizsgalatokban nyujtott segitségét.

Halas vagyok a 3. emeleti kutatécsoport valamennyi tagjanak, akik megédesitették a kutatassal toltott

napokat.
K06szonom Dr. Kurucz Andrea és Szabo Katalin biztatasat, baratsagat.

Halasan kdszondm a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet minden jelenlegi és volt munkatarsanak,

kollaboracios partnerének, aki hozzajarult jelen munka megsziiletéséhez.

Oriasi halaval adozom férjem, sziileim, testvéreim elétt, akik kimerithetetlen szeretettiikkel tamogattak

egész életem soran.
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Jelen értekezést a GINOP-2.3.2-15-2016-
00043 Sziv- és eérkutatasi kivalosagkézpont
(IRONHEART) és a GINOP-2.3.4-15-2020-
00008 szamu projekt tdmogatta. A projekt az
Europai Unié tamogatasaval, az Europai
Regionalis Fejlesztési Alap
tarsfinanszirozdséaval valosult meg.

A tanulmany alapjaul szolgalé kutatast az
Innovacios és Technoldgiai Minisztérium altal
meghirdetett Felséoktatasi Intézményi
Kivalésagi Program NKFIH-1150-6/2019
szamon tamogatta, a Debreceni Egyetem
Terapids célu  fejlesztések  témateriileti
programja keretében.

A tanulmany alapjaul szolgalo kutatast az
Innovaciés és Technoldgiai Minisztérium altal
meghirdetett Témateriileti Kivalosagi Program
(TKP2020-IKA-04) tamogatta a Debreceni
Egyetem  Terapias  célu  fejlesztések
témateriileti programja keretében.

A TKP2021-EGA-18 szamu projekt a Nemzeti
Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Alapbol
biztositott tdmogatassal, a TKP2021-EGA
palyazati program finanszirozasdban valdsult
meg.
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