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You should always be learning.
If you’re the smartest person in the room,

you’re in the wrong place.

Erica Bearman
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1. Bevezetés

Az utobbi évtizedekben az orvostudomany jelentds eredményeket ért el a
kardiovaszkularis mortalitas csokkentésében, ennek ellenére tovabbra is folyamatos az igény a
betegségek patomechanizmusanak mélyebb megértésére, illetve hatékonyabb gyogyszerek és
terapias eljarasok fejlesztésére [1]. A fenti allitds els6sorban Nyugat- és Kozép-Europara
érvényes, hiszen globdlisan a sziv-érrendszeri megbetegedések miatti haldlozas tovabbra is
novekvod tendencidt mutat, melynek elsdsorban demografiai okai vannak: a népességszam
altalanos novekedése, valamint a tarsadalmak eloregedése. Ezen befolyasold tényezoket
figyelembe véve sokkal helyesebb megallapitasokat tehetiink, ha a statisztikai megfigyeléseket
korrigaljuk az életkorra, illetve régidkra. EKkor lathatd, hogy sajnos a vilag jelent6s részén a
medicina fejlédési liteme nem tart 1épést a fentebb emlitett demografiai tényezokkel. Az
iszkémias szivbetegségek miatti haldlozas 1990 ota globalisan 41,7 %-kal nétt, mely
emelkedésért mintegy egynegyed-részt a népességnovekedés, 50 %-ban pedig a tarsadalmak
cloregedése a felelos [2]. Egyediil a magas jovedelemmel rendelkezé allamokban nem
figyelhetd meg a fenti tendencia: Nyugat- és Kozép-Europa orszagaiban, Kanadaban és
Japanban az életkor-specifikus sziv-érrendszeri mortalitas stagnal, vagy kismértékben csokken,
azonban a demografiai huzoerdket ezekben az esetekben is sokkal inkabb a prevencio fejlédése
és az egészségtudatosabb életmodra vald attérés ellenstilyozza, semmint a gydgyitd medicina
ezen részteriiletének fejlddése. A megeldzés meghatarozod elemei a dohanyfiist-expozicio
csokkenése, a tudatosabb taplalkozas, a kardio-metabolikus rizikotényezok —sikeres
csokkentése, valamint a fejlettebb diagnosztika, és a betegségek kombinativ kezelésében elért
eredmények. Ugyanakkor azonban, a ,klasszikus” értelemben vett gyogyszerkutatis- és
torzskonyvezés kissé hattérbe szorult az elmult két évtizedben [2]. 2000 és 2009 kozott példaul
33 %-kal csokkent az FDA altal engedélyezett kardiovaszkularis terapidk szama az azt
megel6z0 évtizedhez viszonyitva, €s hasonld trend figyelheté meg az 1j, originalis molekulak
(NME: new molecular entities) felfedezésében is [3]. A korai fazisu gyogyszerfejlesztésben a
sziv-érrendszert célzd kutatasok jelentds hatranyban vannak pl. az antineopldzids szerekhez
képest, €s ez a terapias teriilet szenvedte a legnagyobb csokkenést az 11j évezredben.

Ennek okai k6z6tt szamos, igen kiilonbozd eredetli tényez6t sorolhatunk fel. Egyik ilyen
ok az egyre magasabb fejlesztési koltségek, a regulacio szigoritasa, és a klinikai vizsgalatokban
elvart hatalmas betegszadm miatt a kiadasok novekedése, valamint a lassu megtériiléstdl valod

félelem a befektetok és a fejlesztok részeérdl. Tobb ) terapia nem is feltétleniil hatékonysagbeli



vagy biztonsagossagi problémak miatt akad el az engedélyeztetési folyamatban, hanem a
koltségek emelkedése és a megtériilés varhatd hidnya miatt, ugyanis a fejlett piaci eldrejelzési
modszereknek koszonhetden ezekben az esetekben a gyogyszeripari cégek - stratégiai okokbol
- lemondanak bizonyos gyogyszerjeloltekrol [3].

Tovabbi - e dolgozat témajahoz sokkal kozelebb all6 — okként pedig azt élettani
sajatsagot emlithetjiik, mely szerint a Kkardiovaszkularis megbetegedések tobbsége
multifaktoridlis meghatarozottsagu, ezen a terapids teriileten sokkal nehezebb genetikai, vagy
rendszerbiologiai megkozelitést alkalmazni a molekularis célpontok megtalalasahoz,
Osszehasonlitva példaul a daganatos megbetegedésekkel. Amig — szerencsére — az onkologiai
kutatdsokban folyamatosan sikeriil egy-egy jol meghatarozott génmutacidhoz tarsitani egy
adott betegséget, és azt specifikusan targetalni, a sziv-érrendszeri korképek patomechanizmusa
gyakran tobb jelatviteli Ut zavaran és a rizikofaktorok egyiittes fennallasan alapul. Ez a
sajatossag neheziti Uj terapias célpontok, jelatviteli mechanizmusok, enzimfehérjék célpontként
vald azonositasat, illetve a hipotézisek tesztelését. A fenti megallapitasok szamszersithetok is:
2008-ban csupan egy, mig 2009-ben Gsszesen két uj sziv-érrendszeri gyogyszermolekulat
engedélyezett az FDA, mig daganat-ellenes szerbdl csak 2009-ben 7-et [4]. Mig 1990-ben a
klinikai III. fazisba eljutott gyogyszerek 21 %-a kardiovaszkularis gydgyszerjeldlt volt, addig
2012-ben ez az arany 7 %-ra csokkent [5].

Az utobbi évtized eredményeit tekintve természetesen néhany ellenpéldat is allithatunk.
A PCSKO (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) enzim felfedezése és gatloszereinek
kifejlesztése az ,,egy gén-egy terapias célpont” elv kiting példaja az anti-hiperlipidémias
terapiak teriiletén, tobb, ilyen hatasu gyogyszerjeldlt jelenleg klinikai II-1IT fazisban tart [6]. A
natriuretikus peptid szignalizacids utvonal tagjai koziil jelenleg a neprilysin enzim gatlasa
(sacubitril) kecsegtet klinikai sikerrel a szivelégtelenség kezelésében, ahogyan az a
PARADIGM-HF vizsgalat eredményeibdl lathato [7]. Az istaroxime célpontja a SERCA2a
(szarko/endoplazmatikus retikulum ATPaz) pumpa, melynek aktivalasaval a vegyiilet javitja a
szokatlan hatasmechanizmussal bird, miozin-aktivator omecamtiv mecarbil klinikai 1II.
fazisban tart szisztolés elégtelenség indikacidjaban [9]. Mas terapias teriiletekrdl atkeriild,
pleiotrép hatast gyogyszerek alkalmazasa is intenziv kutatds tdrgya: az SGLT-2 gatlo
antidiabetikum, az empagliflozin csokkenti a szivelégtelenség miatt bekovetkez6 mortalitast
(EMPA-REG OUTCOME vizsgalat), javitja a diasztolés funkciot, igy igéretes jelolt a - jelenleg

specifikus terapia nélkiil all6 - diasztolés szivelégtelenség kezelésére [10].



Tobb, fent emlitett vizsgalathoz magyar kutatok is jelentGsen hozzajarultak, hiszen
hazankban nagy hagyomanya van az originalis gyogyszerfejlesztésnek, illetve a kardiologiai
témaju kutatasoknak iS. Szomoru tény azonban, hogy a magyar lakossag — altalanos egészségi
allapotat tekintve — sajnos ra is szorul a sziv-érrendszeri megbetegedéseket célzd terapias
lehetdségekre. Ezen korképek és szovodményeik a legjelentdsebb élétmindséget rontd nem-
fertdzo betegségek kozé tartoznak, kiillonosképpen az idésebb korosztalyokban. Hazdnk nem
csak a sziiletéskor varhatd élettartamban, hanem a 65 év felett varhato egészséges ¢életévek
(HLY) szamat tekintve joval az europai atlag alatt teljesit, igy — a daganatos megbetegedések
mellett — a sziv-érrendszeri betegségekkel kapcsolatos megel6z6- és gyogyitd tevékenységek
kiemelt figyelmet érdemelnek [11].

A kardiovaszkularis rendszert célz6 terapiak fejlesztésével napjainkban talan nem is az
¢lettartam meghosszabbitasa lehet az els6dleges cél és elény, hanem az egészségesen, aktivan
eltoltott évek aranyanak novelése, igy hozzajarulva a tarsadalmi-gazdasagi-, valamint a csaladi-

gondozo6i tehervallalds csokkentéséhez.



2.Irodalmi attekintés

2.1, A kardialis diszfunkcié és a szivelégtelenség etiologiaja

A sziv egy autondm, ingerképzo- és vezetd sejtekbdl, valamint kardiomiocitdkbol
felépiil, faradhatatlanul miikodni képes izompumpa. (Erdekességképpen: egy emberdlto alatt
mintegy 3 000 000 000-szor huzddik 6ssze, ezalatt 1 000 000 000 liternyi vért mozgat meg, és
az 4ltala kifejtett energiaval (3,6%10° kJ) 16 elefantot lehetne felemelni a Fuji csucsara [12]). A
sziv szisztolés (pumpa-), vagy diasztolés (elernyedési) funkcidinak karosodasa a szovetek
szivelégtelenséghez vezet.

A szivelégtelenség egy klinikai szindroma, melyet tipikusan olyan szubjektiv tlinetek
mint a légszom;j, faradtsag-érzés és labdagadas, valamit olyan diagnosztikus jelek mint a
megnovekedett jugularis vénas nyomas, periférias 6déma és pulmonalis zorejek jellemeznek
[13]. A szivelégtelenség oka a szivizom strukturalis/funkcionalis abnormalitasa, mely a
kompenzalé mechanizmusok kimeriilése utan a perctérfogat csokkenéséhez, illetve emelkedett
sziviiregi nyomasokhoz vezet fizikai terhelés hatasara, vagy akar nyugalomban is (kardialis
dekompenzacid) [13]. Ez, a hatalyos iranymutatasok altal hasznalt definicio csak a klinikali
tiinetek fennallasakor alkalmazhatd, azonban mar joval a panaszok megjelenése eldtt -
szisztémasan még tlinetmentes - kardialis funkciozavarok, vagy strukturalis elvaltozasok
jelenhetnek meg (diasztolés vagy szisztolés kardialis diszfunkcio), melyek a szivelégtelenség
prekurzorai. A bal kamrai (BK) diszfunkcié rossz prognozisu, de korai felismeréssel és
beavatkozassal szivelégtelenséggé alakuldsa, igy kozvetetten a mortalitdsa is jelentdsen
csokkenthetd. Terminologiai szempontbol tehat a szivelégtelenség maga a Klinikai
kovetkezményt jelenti, mig a kardialis diszfunkcié a mogottes funkcionalis elvaltozasra utal,
mely mar a szivelégtelenség tiineteinek megjelenése elétt fennall [14]. A kamrai diszfunkcion
kiviil billentylibetegségek, ritmus-zavarok, illetve egyéb korképek is okozhatnak klinikailag

manifeszt szivelégtelenséget (1. tablazat).



A miokardium elvaltozasai

Iszkémids szivbetegség Hegesedés
Miokardialis hibernacio
Epicardialis koronaria-betegség (CAD)

Abnormalis koronaria mikrocirkulacio
Endothel-diszfunkcid

Toxikus artalom Rekreaciés droghasznalat
Nehézfémek
Gyogyszerek

Sugarzas
Immun-medialt és gyulladdsos artalmak Fertézések
Egyéb, nem-fertdzéses betegségek
Infiltracio Malignus elvaltozashoz kapcsolddo
Nem-malignus (pl. tarolasi betegségek)
Metabolikus okok Hormonalis (diabétesz, Addison-kor, dtb.)
Taplalkozas okok (malnutricio, obezitas)
Genetikai abnormalitasok Kardiomiopatiak, izomdisztrofiak

Abnormalis telodés

Hipertenzio
Strukturalis miokardium- és billetylibetegség Szerzett
Velesziiletett (szeptumdefektusok)
Perikardialis és endomiokardialis elvaltozas  Perikardialis ok (perikarditisz, effazio)
Endomiokardialis okok

,,High-output” Pl. anémia, szepszis, fisztula, terhesség
Volumenterhelés Pl. veseelégtelenség

Aritmiak

Tahiaritmiak Pl. pitvari- vagy kamrai aritmiak
Bradiaritmiak Pl. szinuszcsomo betegség, vezetési zavarok

1. tablazat. A szivelégtelenség etiologidja. Atvéve és leforditva az ESC 2016
Guideline-jabol [13]. Alahtzva talalhatoak a leggyakoribb kivalto okok.

A szivelégtelenség klasszifikacioja és terminologiaja folyamatosan alakul és fejlédik. A
legtipikusabb osztalyozas az ejekcios frakcio (EF) mérésén alapul. Az EF 50% f616tti értékénél
,,megorzott”, 40% alatt pedig ,,csokkent” ejekcids frakcioju szivelégtelenségrél (HFpEF és
HFrEF) beszéliink, a koztes zona az un. ,,mid-range” ejekcios frakcidoju szivelégtelenség
(HFmrEF). A csokkent EF-fel jar6 format régebben szisztolés elégtelenségnek nevezték, mig a
megOrzott ejekceiods frakceidju, de a szivelégtelenség egyeb tiineteit mutatd betegeket diasztolés

szivelégtelennek tekintették, de ez a terminologia mara talhaladott, hiszen szisztolés



clégtelenségben is fennallhat diasztolés funkcidzavar, és vice versa. Iddbeli lefolyas alapjan
hasznalatosak voltak még az ,akut és kronikus”, illetve a tlinetek progresszidjaval a
,dekompenzalt és kongesztiv” kifejezések is. A New York Heart Association (NYHA) a
tinetek és a terheléses intolerancia alapjan csoportosit, mig az American College of
Cardiology/American Heart Association (ACCF/AHA) szervezetek iranymutatasa a tiinetek és

a strukturalis elvaltozasok alapjan osztalyozza a szivelégtelenség sulyossagat [14] (2. tablazat).

ACCF/AHA NYHA

A: magas kockazat, strukturalis
elvaltozésok és tiinetek nélkiil

B: strukturalis  szivbetegség, a I: a fizikai aktivitas megtartott, a normal
szivelégtelenség tlinetei nélkiil testmozgas nem okoz tiineteket
C: strukturalis  szivbetegség, a I: afizikai aktivitas megtartott, a normal
szivelégtelenség korabbi vagy jelenleg testmozgds nem okoz tiineteket

fennallo tiineteivel
Il: enyhén limitalt fizikai aktivitas.
Nyugalomban tiinetmentes, de a
szokésos terhelés a tlinetek megjelenését
okozza
I1I:  Csokkent  fizikai  aktivitas.
Nyugalomban tiinetmentes, de mar
kisebb fizikai aktivitas is a tiinetek
megjelenésével jar
IV: Képtelen fizikai aktivitasra a
szivelégtelenség tlineteinek megjelenése
nélkiil, vagy a szivelégtelenség tiinetei
mar nyugalomban is fennallnak

D: refrakter szivelégtelenség, mely IV:  Képtelen fizikai aktivitasra a

specialis beavatkozast igényel szivelégtelenség tiineteinek megjelenése
nélkiil, vagy a szivelégtelenség tiinetei
mar nyugalomban is fenndllnak

2. tablazat. A szivelégtelenség sulyossaganak osztilyozasa az AHA ¢és

NYHA szervezetek szerint. Atvéve az ACC/AHA 2013 Guideline-jabol [14].

A szivelégtelenség becsiilt prevalenciaja a felndtt populacidban 1-2% koriili (~38 millio
paciens), mortalitasa igen magas, a 10 éves tulélés mindossze 10 % [15, 16]. A szivelégtelenség
eléfordulasara vonatkoz6 becslések azonban kevésbé megbizhatéak, ugyanis az adatok
tobbnyire a magas jovedelmil régiokbol szarmaznak, illetve fliggenek az alkalmazott
diagnosztikai kritériumoktol is [15]. Bizonyos populaciokban a szivelégtelenség prevalencidja
stagnal, de ez elsGsorban a primer prevencio fejlodésének koszonhetd, az ateroszklerozis és

iszkémias szivbetegség mint legfobb rizikofaktorok tekintetében. A  szivelégtelenség
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prognodzisa nagyban fiigg a klinikai megjelenést6l, illetve a kivaltd okoktol, etiologiatol. A
dolgozat témaja kapcsan a miokardialis karosodast és kardialis diszfunkciot kivaltd két
korallapotot, a diabéteszes kardiomiopatiat és az iszkémids szivbetegséget részletesebben,
kiilon fejezetben targyaljuk. Ez a két korkép — a hipertonia mellett - a szivelégtelenség legfébb

rizikofaktora és el6idézdje, igy népegészségiigyi jelent6ségiik hatalmas [13, 14].

2.1.1. Adiabéteszes kardiomiopdtia

A diabétesz mellitusz (DM, a tovabbiakban: diabétesz) a szivelégtelenség
kialakulasdnak meghatdrozé kockazati tényezdje, fliggetlenlil az életkortol, a fennalld
hipertoniatol és koronaria-betegségtél [14]. A diabéteszes betegek (vilagszerte mintegy 420
millio) 50-70%-a végiil valamilyen kardiovaszkularis szovédmény miatt hal meg [17]. A
diabétesz incidencidjanak novekedésével a kardiovaszkularis szovédmények eléfordulasa is
vilagszerte novekvo tendenciat mutat [18]. Habar a megfeleld gliikoz-kontroll csokkenti a
kardiovaszkularis rizik6t, a sziv-érrendszeri megbetegedések eléfordulasa magasabb a
diabéteszes populacioban, és mintegy 2-5-szords a szivelégtelenség kockazata [19, 20]. Az
inzulin-rezisztencia Onmagaban, manifeszt diabétesz nélkiil is rizikot jelent, a glikalt
hemoglobin (HbAlc) 10,5 % feletti értéke 4-szeres kockazatot hordoz a szivelégtelenség
kialakulasara. Definicid-szeriien a diabéteszes kardiomiopatia (DKM) olyan bal kamrai
diszfunkcio, mely az egyéb rizikofaktoroktol fiiggetleniil alakul ki cukorbetegekben, és
leggyakrabban diasztolés diszfunkcidval és szivizom-hipertrofiaval jar, illetve elérehaladott
allapotban szisztolés funkcioromlas is kiséri [21].
eltérések, autondm idegrendszeri kérosodas, inflammacid és oxidativ stressz. Az elérhetd friss
tanulmanyok szerint a legfontosabb folyamatok a mitokondridlis kérosodéas, az
endoplazmatikus retikulumot ért stressz (ER-stressz) és kalcium-homeosztazis zavarok,
melyeket a magas gliikkozterhelés miatt 1étrejovo reaktiv oxigéngyokok (ROS) és un. ,kés6i
fehérje glikacios végtermékek™ (advanced glycation endproducts: AGE) okoznak. A glikacios
végtermékek a gliikdoz mint redukéld cukor, €s aminosavak reakcidjaval keletkeznek, az un.
Maillard-reakcio soran [22]. Ezek a glikacios végtermékek olyan karosodott és reaktiv fehérjék,
melyek egyrészrél biokémiai tulajdonsagaik és reakciokészségiik miatt, masrészrél pedig
specifikus receptorok (RAGE-ek) kozvetitésével fejtik ki hatasaikat a sejtfolyamtokra. A
reaktiv fehérje glikacios végtermékek abnormalis protein-foldingot és poszt-transzlacids
moddosulasokat okoznak az endoplazmatikus retikulumban (ER), transzkripcios faktorok és pro-

inflammatorikus gének aktivalasaval [23]. A szarkoplazmatikus/endoplazmatikus retikulumot
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(SER) ért stressz a Ca?*-ionokat a retikulumba visszajuttatd SERCA2a pumpa aktivitasat
csokkenti. Ez a folyamat a kardiomiocitakban megnytlt relaxacids iddt okoz, amely globélisan
diasztolés funkcidzavarban nyilvanul meg, tovabbd a miocitdk apoptdzisahoz is hozzéjarul
[24]. A SERCA2a pumpa diszfunkcidjat szamos, diabéteszes allatmodellen végzett
tanulmanyban igazoltak. Tovabba, kisérletes bizonyitékok amellett szolnak, hogy 1-es tipusu
diabéteszben (T1DM) a miocitak apoptdzisa és a szisztolés diszfunkcid megjelenése
prominensebb, mig 2-es tipusi cukorbetegségben (T2DM) a patologids valtozasok
hipertr6fidban, kamrai merevségben és igy diasztolés funkcidézavarban nyilvanulnak meg [25].
A glikaciés végtermékek az endothel karositasaval az artéridk falanak merevebbé valasat
okozzak, a romld compliance noveli az ellendllast és az utdterhelést, hozzajarulva a kardialis
diszfunkcid progresszidjahoz [26, 27].

Az elérhet6 ismeretek €s terapids ajanldsok a diabéteszes, szivelégtelenségben szenvedd
paciensek kezelésére vonatkozdan ellentmonddsosak. Az iranymutatdsok szerint a
hiperglikémia kontrollalasa érdekében minden lehetséges terapidt alkalmazni kell, azonban
klinikai evidencidval nincs megerdsitve, hogy ez csokkentené a szivelégtelenség
kialakulasanak kockazatat [13]. A prospektiv, randomizalt vizsgalatokon alapuld ajanlasok
hianyanak ellenére szakért6i konszenzus alapjan a hiperglikémia felismerése és befolyasolasa
esszencialis a szivelégtelenség kialakulasanak késleltetésére [14]. A tiazolidén-dion tipust
antidiabetikumokkal (,,glitazon-ok”) torténd kezelést 6sszefliggésbe hoztak a folyadékretencid
kialakulasaval, ezért szivelégtelen paciensekben ezen hatéanyagok ellenjavalltak, de
megjegyzendd, hogy az inzulin-kezelést is gyanusitjak ilyen hatassal (natrium-retencid
kovetkezményeként) [28]. Az empagliflozin (SGLT-2 gatlo) viszont - meglepetésre —
csOkkentette a hospitalizaciok szamat és a szivelégtelenséggel Osszefliggd mortalitast, ezért
jelenleg intenziv kutatas targya, és az ajanlasokba is bekeriilhet [13]. Egyéb antidiabetikumok
mint a metformin (elséként valasztand6 szer), szulfanil-uredk és GLP-1-analogok (glucagon-
like peptid-1) hatasossaganak és biztonsagossaganak megitélése még varat magara, tovabba,
jelenleg nem all rendelkezésre specifikus gyogyszer sem a diabéteszes kardiomiopatia, Sem a
diasztolés funkcioromlas kezelésére [14]. Jelen dolgozatban bemutatasra keriild egyik

publikacionkkal ehhez a problémafelvetéshez is kivanunk csatlakozni.

2.1.2. Az ateroszklerozis talajan kialakulo szivelégtelenség

Az ateroszklerdzis kovetkeztében kialakuld koronaria-artéria betegség (CAD) és

iszkémias szivbetegség (ISZB) a szivelégtelenség leggyakoribb oka és legfébb rizikofaktora, a



hipertonia mellett. Becslések szerint a szivelégtelenségben szenved6 paciensek 70%-aban
koronaria-betegség all fenn, és az esetek legalabb 50 %-aban a CAD a szivelégtelenség primer
oka [16]. Szamos klinikai tanulmany megmutatta, hogy az ateroszklerozis legfébb
rizikofaktorai a diszlipidémia és az emelkedett szérum LDL-koleszterin szint, tovabba
bizonyitott, hogy a diszlipidémia a szivelégtelenség fliggetlen kockazati tényezdje is [29].

Az ateroszklerdzis tobbféle mechanizmus utjan jarul hozza a szivelégtelenség
kialakulasahoz. Legegyértelmiibb esetben — 90 %-ban ateroszklerdzis altal okozott - koronaria-
sziikiilet miatt tranziens, majd tartos iszkémia alakul ki az egyes miokardium-szegmensekben.
A Kkoronaria-artériak kronikus hipoperfuziéja mar 6nmagaban iS megndvekedett kamrai
merevséget és diszfunkciot okozhat [30]. A kdvetkezményes angina pectoris, majd a lezajlo
akut miokardialis infarktus (AMI) a szivizom bizonyos részeinek nekrozisat okozza.
Amennyiben a beteget sikeresen ellatjak (stentelés, revaszkularizacio, a perfizio
helyreallitasa), az elhalt, regeneralddni képtelen szivizomzat kiterjedésétdl fliggéen hegesedés,
kardialis diszfunkcio, aritmiak, majd — kronikusan - szivelégtelenség fejlodik ki, ugyanis a
sériilt részek akinetikussa valnak, igy nem tudnak részt venni a pumpafunkcio fenntartasaban.
A kovetkezményesen kialakuld perzisztald ritmuszavarok, a kamrai disz-szinkronia, illetve
remodellacio tovabb sulyosbithatjak a szivelégtelenség progressziojat (1. abra). Retrospektiv
analizisek szerint miokardialis infarktus utan a paciensek 14-63 %-aban alakul ki valamilyen
foku szivelégtelenség [31, 32]. Paradox modon, az akut infarktus egyre eredményesebb
terapiaja, ¢és igy a tulélok szamanak novekedése a szivelégtelenség incidencigjanak és
prevalenciajanak novekedését hozza magaval [32]. A koronaria-betegség kovetkeztében
kialakult és lezajlott AMI tehat a szivelégtelenség egyik f6 oka, azonban a diszlipidémia
infarktus nélkiil is sszefliggésbe hozhat6é a szivelégtelenség kialakulasaval. A hossza tavu
(1948 ota tartd) Framingham Heart Study adatait szamtalan tanulmany elemzi, ujabb és Gjabb
bizonyitékokat szolgaltatva a hipertenziv és ateroszklerotikus kardiovaszkularis betegségek
a diszlipidémia Onmagaban, AMI indukalasa nélkil is a szivelégtelenség kockazati
tényezdjének tekinthetd. Az emelkedett szérum koleszterin-szint kdzvetleniil is 6sszefliggésbe
hozhat6 a hipertoniaval, a megndvekedett érfali merevséggel, illetve az emelkedett bal kamrai
tomeggel ¢és falvastagsaggal. Aterogén étrenden tartott allatmodellekbdl szarmazé kisérletes
bizonyitékok alapjan pedig a hiperkoleszterinémia szisztolés és diasztolés diszfunkciot is 0koz
[33]. A kronikus iszkémias szivbetegség vagy iszkémias kardiomiopatia tulajdonképpen

progressziv szivelégtelenség, melyet lokalis vérellatasi zavar, infarktus utani dekompenzacio,



bal kamrai hipertrofia és kamradilatacio jellemez, post-mortem szovettani képe pedig fibrozist,
hegesedést és sulyos koronaria-ateroszklerozist mutat [34].

A diszlipidémia és a kovetkezményes  ateroszklerozis az  érrendszer
alkalmazkodoképességét és vegetativ idegrendszeri szabalyozasat is Kkarositja. Az
ateroszklerdzis és az artériak falanak merevebbé valasa (stiffness) kéz a kézben jaro folyamatok.
Az ateroszklerozis mellett az életkor, illetve genetikai faktorok is szignifikansan hozzajarulnak
az érfalak merevségének valtozasaihoz [35]. Az elasztikus artériak falanak merevebbé
valasaval csokken az érrendszer tagulékonysaga, né a sziv utoterhelése (afterload). A érfalak
merevsége igy hozzajarul a szisztolés és diasztolés szivfunkciok romlasahoz, a megndvekedett
stiffness pedig a kardiovaszkularis torténések, valamint a mortalitas prediktora [36, 37].

A patologias folyamatok mélyebb felderitése az ateroszklerdzis, diabétesz vagy egyéb
okok altal okozott endothel-diszfunkci6, valamint a ciklikus guanozin-monofoszfat - Protein
Kinaz G (cGMP-PKG) rendszer jelent6ségére mutatott ra, mely részletesen, a jelatviteli

utvonalak bemutatasaval kiilon fejezetben (2.2.) keriil targyalasra.
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1. abra. Az endothel-diszfunkcid, az ateroszkerdzis és a szivelégtelenség
kapcsolata. (ECM: extracellularis matrix; LAD: bal eliilsé leszallé koronaria;
STEMI: ST-elevacioval jaré miokardialis infarktus; NSTEMI: nem-ST-elevacios

miokardialis infarktus; AMI: akut miokardialis infarktus)
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2.2. A szivelégtelenség molekularis patologiai hattere

A szivelégtelenségben lejatszodo sejtbiologiai folyamatok molekularis patologia
okainak mélyebb megismerése intenziv kutatas targya. A legjobban felderitett teriiletek a (1)
miokardialis hipertrofiaért és remodellacioért felelés szignalizacios tutvonalak, a (2)
gyulladasos kaszkadok, valamint a (3) mitokondrialis diszfunkci6 és a (4) sejthalal (apoptézis,
nekrozis, autofagia) mechanizmusai. A kivaltoé okok és ezaltal a lehetséges terapias
célpontok kozott az utdbbi 5-7 évben a fokusz a Protein Kinaz G rendszerre helyez6dott (5),
mely a jol ismert endothel-funkciét szabalyozd szerepén felill a szivelégtelenség

Az utdbbi évtizedben kozelebb keriiltiink az adaptiv, illetve a maladaptiv hipertrofia
mechanizmusainak megértéséhez, melyek extra- és intracellularis faktorok széles tarhazat
felvonultatjak. A kompenzalé mechanizmusok mogott rejld, adaptiv szivizom-hipertrofia
Osszefiiggésben all az inzulin-szerii novekedési faktor-1 receptor (IGFR-1), interleukin-6 (IL-
6) és egyéb citokinek, glikoproteinek expresszidjaval, ezen feliil a biomechanikai, fesziilést
érzékeld receptorok jelatvitelével, tovabba a foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) - protein kinaz
B (Akt) - glikogén-szintaz kinaz 3 B (GSK3p), valamint a signal transducer and activator of
transcription-3 (STAT3) transzkripcios faktor és az extracellularis szignal-regulalt kinaz
(ERK) aktivitasaval. Ezen jelatviteli utvonalak fokozott miikodése és tulexpresszaltsaga
hozzajarul a kardiomiocitak méretnovekedéséhez és a koncentrikus hipertrofia kialakulasahoz,
de fibrozis nélkiil, igy pedig - mivel szisztolés funkcido meg6rzott marad — az adaptiv hipertrof
valasz kozvetitéséhez.

Ezzel szemben a maladaptiv hipertrofia, melyet fibrozis és apoptozis kisér, inkabb az
angiotenzin |1, a tumor-nekrozis faktor-o (TNF-a) és a katekolaminok altal kivaltott, a c-JUN
N-terminalis kinaz (JNK) és a p38 kinaz altal kozvetitett szignalizaciohoz kothet6 [39]. Az
ellentétes, protektiv anti-hipertrof jelatvitelben pedig a natriuretikus peptidek (NP-k) és
nitrogén-monoxid (NO) altal aktivalt ciklikus guanozin-monofoszfat-Protein Kinaz G (cGMP-
PKG) utvonal szerepe bizonyitott (Id. alabb).

A fibrozis tulajdonképpen a gyulladas €és az apoptozis eredd hatasa miatt jon létre. A
felszaporod6 extracellularis matrix-alkotok, az I-es és Ill-mas tipust kollagén a sziviiregek
falainak novekedd merevségét okozzak, csokkentik az elaszticitast, rontjak a diasztologiat,
tovabba vezetési zavarokat is indukalhatnak. A mogottes mechanizmusok kozott a matrix
metalloproteinaz enzimek (MMP-k) fokozott aktivitasa, ezek gatldinak (tissue inhibitors of

metalloproteinase, TIMP) csokkent mitkddése, a profibrotikus transforming growth factor-g
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(TGF-B), alfa-simaizom-aktin (a-SMA), és vérlemezke eredetli névekedési faktor (PDGF)
stimulacidja, illetve kiilonbozé citokinek tulprodukcidja emlithetd. Molekularis szempontbol a
mar emlitett renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) aktivacidja (az AT Il ismert
profibrotikus mediator), valamint JNK és p38 kinazok megnovekedett aktivitasa all a matrix
depozicid mogott [38]. A proinflammatorikus valasz az NF-kappa B transzkripcios faktor,
illetve a TNF-alfa és IL-1p citokinek kozremiikodésével jon 1étre, melyek indukalasaban nagy
szerepe van a mar emlitett RAGE receptoroknak, ez pedig részben magyarazza a diabétesz
szivelégtelenséget indukald hatasat. Ezt a tényt kisérletesen egérmodellen is bizonyitottak, a
RAGE receptorok delécigjat kovetden csokkent az inflammacid, a fibrozis értéke, és javult a
szisztolés funkcio [40].

A szignalizaciés utvonalak Osszefonddasat (cross-talk) mutatja, hogy a hipertrofia
mechanizmusainal megismert NF-kappa-B és STAT3 transzkripcios faktorok jatszanak
kozponti szerepet a proinflammatorikus jelatvitelben és az inflammdciot okozd mediatorok
termelésében is. A kronikus gyulladas soran felszabadulo citokinek (interleukinek: 1L-6, IL-1p)
a SERCAZ2a pumpa expresszidjat csokkentik a kardiomioctakban, igy kdzvetleniil is rontjak a
szivizom kontrakcios-relaxacios tulajdonsagait pl. diabéteszes kardiomiopatiaban [41, 42]. A
mitokondrialis metabolizmust.

A mitokondridlis ROS felszaporodasa (gyulladas, AT I, illetve csokkent p38 kinaz
expresszio miatt) sejtkarosodast okoz, igy hozzajarul a fibrozis és a hipertrofia, valamint a bal
kamrai dilatacio és remodellacio létrejottéhez. Szivelégtelenség soran mind a mitokondriumok
biogenezise, mind azok funkcidja sériil, féképp a neurohormonalis aktivacio, ROS-
talprodukcio és a gyulladasos citokinek hatasai miatt. A mitokondrialis funkcié bifazikusan
valtozik, el6szor né, majd, ahogyan az adaptiv hipertrofia szivelégtelenséggé alakul, az
energiatermelés IS csokken. Ezt a mintazatot alatdmasztja a mitokondrialis biogenezis 6
regulatoranak, a PGCla expressziojanak valtozasa is. Ezt megerdsiti az a kisérletes bizonyiték,
hogy PGCla-hianyos egerekben sokkal korabban alakul ki a szivelégtelenség megnovelt
utoterhelés hatasara [43]. Az elektrontranszport-lanc tagjainak csokkend expresszidjat az
oxidativ foszforilacio elégtelensége kiséri, a csokkent ATP-termelés pedig hozzajarul a
szivizom energia-deficitjéhez ¢s mechanikai diszfunkcidjahoz [44]. Ez kiilondsen igaz inzulin-
rezisztencia esetén, ahol a szivizomsejtek tovabbra is kénytelenek a zsirsavak béta-
oxidacidjaval elballitani az energiat (nincs metabolikus shift), amely viszont tobb oxigént
igényel, igy 6rdogi kort hozva létre [45]. A kardiomiocitak lasst, de perzisztald apoptozisat
(0,08-0,25%, az egészséges 0,001%-hoz képest) a ROS tulprodukcio, citokin-hatas, illetve
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mitokondrialis karosodas valthatja ki [39]. A kiilonb6z6 sejtfelszini ,.haldlreceptorok”
(Fas/FasL) a kaszpaz-8 és a prokaszpaz-3 kozvetitésével pro-apototikus effektor fehérjéket
(Bax, Bad) aktivalnak, valamint citokrom c-t szabaditanak fel a mitokondriumokbol, amely
szintén apoptozis utvonalat inicial [39]. A folyamatban G-protein kapcsolt receptorok is részt
vesznek, melyek effektorai a mar emlitett p38, JNK és PKC kinazok, valamint a CAMKII,
amely 0sszekoté elemként mind a ROS termelésben, mind a diszregulalt kalcium-
homeosztazisban részt vesz. A felborult kalcium-anyagcsere igy mind az apoptozis, mind a
fentebb leirt SERCA2a pumpa kozvetitésével jarul hozza a diasztolés- és szisztolés
funkciézavarokhoz (2. abra) [38].

az inzulin-rezisztencia és a diabétesz elsdsorban ROS (és AGE) talprodukciot, oxidativ stresszt,
valamint NF-kappa-B-medialt gyulladast okoznak, mely folyamatok endothel-karosodasban,
fibrozisban, mitokondrialis diszfunkcioban és a kalcium-homeosztazis zavaraban (SERCA2a

funkciéromlas) nyilvanulnak meg [41, 46].
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2. abra. A szivelégtelenség molekuldris patologiai hatterében 4llo
folyamatok ¢és jelatvivd anyagok kapcsolata. (A roviditések magyarazata a

szovegben talalhato.)
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A cGMP-PKG szignaltranszdukcios utvonal szerepe

Ahogyan fentebb emlitésre keriilt, az utobbi évtized tanulmanyai alapjan az endothel-
diszfunkcio és a CGMP-PKG rendszer szerepe hangsulyosnak tiinik a kardialis diszfunkciod
patomechanizmusaban (3. abra). A cGMP-PKG szignalizaciés kaszkad kardioprotektiv
utvonalak aktivitasat noveli, igy farmakologiai befolyasolasa terapias lehetségeket kinal [47].
A kulcsszerepet betolté cGMP két kiilonbozo rendszeren keresztiil generalodhat: (1) nitrogén-
monoxid (NO) hatasara a szolubilis guanilat-ciklaz (SGC) ttvonalon (endothel-sejtek); illetve
(2) natriuretikus peptidek hatasara a partikularis guanilat-ciklaz (pGC) enzim altal [48].

Az egysejtrétegii vaszkularis endothelium a bet6ltott barrier-funkcidjan kiviil egyben
egy fontos, homeosztatikus regulaciot végzd szerv is (nagysaga emberben kb. 3 m?, tomege 1
kg), mely meghatarozo szerepet tolt be a véralvadas, vese- és majmiikodés, immunrendszer és
természetesen a kardiovaszkularis rendszer szabalyozasaban [49]. Az endothelben termel6d6
legfontosabb effektor molekula, a nitrogén-monoxid (NO) gaz-transzmitter az endothelialis
nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) enzim altal, L-argininbdl szintetizalodik. Az endothelben a
NO gatolja fehérvérsejtek adhézidjat, csokkenti a gyulladasos valaszt, ezaltal az
ateroszklerdzist (ennek Kkorai fazisaban legel6szor az endothel-diszfunkcio jelenik meg). Az
érfal simaizom-sejtjeibe diffundalva a NO az sGC aktivalasaval cCGMP-t general, mely a Protein
Kinaz G enzim (PKG, vagy mas néven: cGMP-fiiggd protein kinaz |, cGKI) aktivalasaval
vazorelaxaciot okoz. Ennek mechanizmusa, hogy a PKG egy specifikus fehérje
foszforildlasaval gatolja az endoplazmatikus retikulumbol torténd Ca?*-felszabadulast, ezaltal
a miozin konnyti lanc kinazt (MLCK), igy végiil a vazokonstrikciot. A NO bioelérhetdségének
csokkenése  (pl.  ateroszklerézis, = ROS-termelédés  miatt) igy  protrombotikus,
proinflammatorikus, és vazokonstriktor folyamatokban manifesztalodik, mely fenotipusos
valtozasokat 6sszefoglaléan gyakran ,,endothel-diszfunkcid”-nak neveznek [50]. A szomszédos
endothel-sejtekbdl a NO a kardiomiocitakba diffundalva a szivfunkciok modulalasaban is részt
vesz. Az ateroszklerozis, diabétesz és obezitas altal generalt gyulladasos folyamatok csokkent
NO-szintézist és PKG-aktivitast okoznak, mely hozzajarul a miocitak megnévekedett nyugalmi
fesziiléséhez és a kamrafal merevségéhez, valamint az intersticidlis fibrozis, és végil a
diasztolés diszfunkcio kialakulasahoz [51].

A cGMP a kardiovaszkularis rendszerben az eNOS utvonal mellett natriuretikus
peptidek hatasara is szintetizalodhat 5’-GTP-bdl. A pitvari (ANP), B-tipusu (BNP) és C-tipusu
(CNP) natriuretikus peptidek a partikularis guanilat-ciklaz-kapcsolt GC-A és GC-B

receptorokon keresztiil, a cGMP-szint emelésével fejtik ki hatasaikat. Az ANP és BNP nyomas-

14



vagy volumenterhelés hatasara 1étrej6vé mechanikai megnyulas atjan szabadulnak fel, mig a
CNP-t az endothel szintetizalja [48]. A natriuretikus peptidek érfali simaizom-relaxaciot,
vazodilataciot, megnovekedett vaszkularis permeabilitast, novekvo glomerulus-filtraciot, a
RAAS-gatlast, valamint diurézist valtanak ki [52].

A fentiek alapjan lathat6, hogy a cGMP-PKG rendszer barmelyik utvonalon (NO vagy
NP) torténd aktivalasa vazodilatativ és vaszkulo-protektiv hatasokat kozvetit, amely mar
onmagaban kedvez0 a szivizomra mind iszkémias, mind nyomas-vagy volumenterhelt
allapotokban. E dolgozat szempontjabol a legfontosabb tény azonban az, hogy a kedvezé
vaszkularis hatasok mellett az utobbi évek kutatasai kKiemelik és megerdsitik a CGMP-PKG
rendszer direkt miokardialis anti-remodellacios és diasztologiat befolyasolo szerepét [47, 53].

A PKG két izoformaja (I és 1) koziil a kardiovaszkularis rendszerben a PKGI (a és B
splice-varians) expresszalodik, foként a érfali simaizomsejtekben, az endothelben,
fibroblasztokban és a kardiomiocitakban. Izolalt sejteken, in vitro koriilmények kozott a PKG
stimulalasa (NO-cGMP vagy NP-cGMP utjan) gatolja a noradrenalin/angiotenzin 11 altal
kivaltott hipertrofiat és remodellaciot. In vivo kisérletek soran bizonyitottak, hogy a NOS
delécidja hipertoniat, szivizom hipertrofiat, apoptozist és fibrozist okoz [54]. Az oxidativ
stressz, kiilondsen nyomasterheléssel kombindlva hasonld hatdsokat produkal. Ugyanez a
helyzet, ha az utvonal masik kiinduldépontjat, a natriuretikus peptidek hatasat kozvetité6 GC-A-
t gatoljuk, ugyanis GC-A knockout egerekben hipertonia, bal kamrai hipertrofia és hirtelen
szivhalal jelenik meg [55]. A mogottes mechanizmusok olyan effektorok (féként transzkripcios
faktorok) szerepét sugalljak, mint a transient receptor potential cation 6 channel (TRPC6) és a
nuclear factor of activated T cells (NFAT) [53]. NO-donorokkal (nitroprussid), sGC-
aktivatorokkal (cinaciguat), szintetikus NP-ekkel (carperitide, nesiritide), PDE-gatlokkal
(szidenafil) és neprilysin-inhibitorokkal (sacubitril) végzett allatkisérletes és klinikali
vizsgalatok megerdsitik a cGMP-PKG rendszer anti-remodellacios hatasat és terapias
kiaknazasanak lehet6ségét a szivelégtelenség kiilonb6zé formaiban [53].

A PKG foszforilacios célpontjai a hipertrofia gatlasan kiviil egyéb, foként a szivizom
relaxaciojat meghatarozo folyamatokban is részt vesznek. A vazodilator-stimulalt
foszfoprotein (VASP) egy unikalis PKG target, amely sejtmigracioban, sejt-sejt adhézids
kolcsonhatasokban és kamrai remodellacioban is részt vesz; a protein hipo- és hiperaktivacioja
egyarant patologias valtozasokat okoz [56]. (Megjegyzés: a kisérletes farmakologiaban a VASP
fehérje jelentéségét az a tény adja, hogy a Ser239-es aminosav reziduuman a PKG foszforilalja,
igy a foszfo-VASP (pVASP) mennyiségébdl indirekten a PKG enzim aktivitasat lehet
meghatarozni [57]). A PKG diasztologiat befolyasold hatasai koziil kiemelendé a titin
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befolyasolja a fehérje elaszticitasat, ezaltal csokkenti a miofibrillumok passziv fesziilését,
merevségét (titin-based stiffness) [59]. Igen rangos folyoirat hasabjain megjelent tanulmany
bizonyitotta, hogy diasztolés szivelégtelen (HFpEF) paciensek miokardiumaban csokkent a
cGMP szintje és a PKG enzim aktivitasa (a VASP foszforilacioja), ezaltal pedig megnovekedett
a human betegekbdl izolalt kardiomiocitak passziv fesziilése, merevsége [47].

Az elernyedési funkciok masik meghatidroz6 tényezdje a mar tobb izben emlitett
SERCAZ2a pumpa, mely a Ca®* ionokat juttatja vissza — oriasi hatasfokkal - a szarkoplazmatikus
retikulumba a diasztolé soran [60]. A SERCA pumpa a foszfolamban (PLB) fehérje gatlo hatasa
alatt all; a szabalyzas alapja pedig, hogy a PLB foszforilalodasa annak levalasat okozza a
SERCA-16l, igy szabadda téve miikodését [61]. Evidencia, hogy béta-adrenerg stimulaciod
hatasara a ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP)-fiiggé Protein Kinaz A (PKA) aktivacidja -
a PLB foszforilalasaval - megndveli a SERCA pumpa funkcidjat (pozitiv luzitropia) [62].
Ugyanakkor bizonyitott az is, hogy a cGMP-PKG rendszer aktivalasa ugyanezt a mechanizmust
inditja el, vagyis a PKG enzim is képes a PLB foszforilalasara, igy a SERCA pumpa
miikodésének serkentésére, ezaltal hozzajarulva a kardiomiocitdk elernyedési funkcidjadhoz
[63]. A tényt megerdsitve Frantz és mtsai (2013, Eur Heart J) elegans kisérletsorozatukkal
megmutattak, hogy a PKG enzim kardiomiocita-specifikus delécioja a foszfolamban csokkent
foszforilacigjaval jar (a Serl6-os helyen, mely a PKG specifikus célpontja), mely a SERCA
csokkent aktivitasaban ¢és felborult Ca-homeosztazisban nyilvanul meg [64].

Az intracellularis CAMP és cGMP szintjét a foszfodiészteraz enzimek (PDE-k)
regulaljak, melyek a CcAMP-t 5’-AMP-vé, cGMP-t pedig 5’-GMP-vé bontjak. A
kardiovaszkularis rendszerben eddig mintegy 9-féle PDE izoformat irtak le, melyek koziil a
PDES5, a PDEG6 és a PDE9 cGMP-re specifikus [53]. A PDE —k gatlasaval létrehozott cGMP-
szint emelkedés kardioprotektiv hatdsa terapidsan kiaknazhaté szivelégtelenségben ¢és
pulmonalis hipertonidban. Ezt a hipotézist - a NO-utvonalon 1étrejové cGMP-t hidrolizald
PDES izoenzim gatlasa esetében (Szildenafil) - mara tobb tanulmany bizonyitotta [65-67].
Meghatarozova valt tanulmanyukban Lee és munkatarsai igazoltak, hogy a PDE9A, mely
els6sorban a natriuretikus peptid utvonalon 1étrejové CGMP lebontasaért felelés, up-
regulalodik a human miokardiumban hipertrofia és szivelégtelenség fennallasakor. A PDE9A

gatlasa ugyanakkor visszaforditotta a nyomasndvekedés kovetkeztében kisérletesen kialakitott
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szivbetegséget, NO-fiiggetlen itvonalon [68]. Ez az eredmény azért is jelentds, mert a PDE5-
gatlok hatasossaga fiigg a NO-cCGMP utvonal aktivitasatol, mely szivbetegségekben gyakran
csokkent lehet. Ezzel szemben a PDE9A enzim gatlasa, ezaltal a natriuretikus peptid utvonalon
generalt cGMP-szint névelése potencialis terapias utakat nyithat a szivelégtelenség
kezelésében, mely hipotézissel e dolgozat alapjat képezo egyik kdzleményiinkben Kiterjedten

foglalkozunk.
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3. abra. A Protein Kinaz G jelatviteli utvonal szerepe a kardiovaszkularis

rendszerben. (A roviditések magyarazata a szovegben talalhato.)

2.3.  Aszivelégtelenség diagnosztikaja

2.3.1. Alapveté és kiegészité diagnosztikai modszerek

A szivelégtelenség klinikai diagndzisa nem egységes, €s a tiinetek gyakran nem-
specifikusak, illetve tulsulyos vagy idds paciensekben tobbszor nehézkes azokat azonositani. A
koértorténet igen hasznos, kiilondsen a lezajlott miokardidlis infarktus vagy egyéb szivizom-
artalom esetén lehet szivelégtelenségre gyanakodni.

Az alapvet$ vizsgalatok koziil konnyen elérhetd a plazma natriuretikus-peptid (NP)
koncentracidjanak meghatarozasa. Normal NP szint esetén ritka a szivelégtelenség
eléfordulasa. A B-tipusti natriuretikus peptid hatarértéke emberben 35 pg/ml, a

funkcioképtelen, diagnosztikus markerként hasznalt eléalak, az N-terminalis pro-BNP (NT-
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proBNP) hatarértéke pedig 125 pg/ml, HFrEF és HFpEF esetén is, habar HFpEF-ben értéke
altalaban alacsonyabb [69, 70]. A NP szintjének nagyon magas a negativ prediktiv értéke,
azonban a pozitiv prediktiv érték alacsony, ezért a plazmaszint meghatarozasa a diagnozis
kizarasara ajanlott, nem pedig annak megerésitésére [13]. Veseelégtelenségben, vagy az
¢letkorral példaul né a NP plazmaszintje, obez paciensekben viszont éppen alacsonyabb lehet.

A NP plazmaszintek mellett a rutin elektrokardiogramm (EKG) felvétele is hasznos a
szivelégtelenség diagnosztizalasaban. Az abnormalis EKG ndveli a szivelégtelenség
diagnozisanak valosziniiségét, bar a specificitasa alacsony. A szivelégtelenség fennallasa
valosziniitlen teljesen normalis EKG-t mutaté pacienseknél, ezért a rutin EKG felvétele
mindenképpen ajanlott.

A diagnozis felallitasaban és a terapiads stratégiak megtervezésében a legfontosabb
eljaras az echokardiografia. Egyéb tesztek (pl. koronaria angiografia) és képalkoto eljarasok
(MR, CT, SPECT) csak egyedi szituaciokban, vagy értékelhetetlen echokardiografias
felvételek esetén sziikségesek [13]. Megjegyzendd, hogy a dragabb és limitalt elérhetéségi
kardialis MR vizsgalat adja a legpontosabb eredményt a sziviiregek térfogatara és az ejekcios
frakciora vonatkozoan [71]. Mind a klinikumban, mind a transzlacids kutatasokban és az itt
bemutatasra keriil6 tanulmanyokban betoltott meghatarozo szerepe miatt az echokardiografiat

kiilon fejezetben targyaljuk.

2.3.2. Az echokardiogrdfia szerepe a diagnozisban

A transztorakalis echokardiografia (TTE, a tovabbiakban: echokardiografia) non-
invaziv képalkoto eljaras, és potolhatatlan szerepet tolt be a kardiovaszkularis megbetegedések
diagnosztizalasa soran.

Az ultrahangok visszaverddésének segitségével létrehozott leképezési technikakat
eredetileg hadaszati célokra fejlesztették Ki (I. vilaghabori: SONAR, II. vilaghabort: RADAR).
A francia André Denier ezek altal inspiralva javasolta az ultrahangos technikdk a belsd szervek
vizualizalasara. Az echokardiografia atyjanak a svéd Inge Edler-t tartjak, aki német fizikus,
Hellmuth Hertz segitségével fektette le a mai ultrahangos képalkotas alapjait az 1950-es
években (els6 ,,M-mod” felvétel: Siemens Ultrasound Reflectoscope, 1953) [72].

Az echokardiograf transzducerében elektromos impulzussal gerjesztett piezo-
elektromos kristaly talalhat6. Ez bocs4jtja ki az ultrahangot, amelynek legnagyobb részét a test
elnyeli, de a kiilonb6z6 denzitast szovetek hatarfeliiletekrdl kisebb hanyada visszaverddik. A
transzducer detektalja a visszatérd hullamot, és a késése alapjan szoftver segitségével leképezi

a szoveti struktlrat. A nagyobb frekvencidju ultrahanghullamok hasznélata noveli a felbontast,
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de csokkenti a szoveti penetraciot (mélységi behatolast). Szoftver segitségével a 1étrehozott kép
szamos eljarassal tovabb elemezhetd, bonthatd, a tarolt mozgoképek tovabbi analizisekkel

vizsgalhatok, igy kiilonféle paraméterek, értkékek mérhetdk [73].

A szisztolés funkcio értékelésére alkalmazott technikak

A sziv szisztolés (pumpa-) funkcidjardl legegyszeriibben a 2D ¢és M-mod
echokardiografia segitségével kaphatunk képet. 2D modban valds idében lathatjuk a sziv
mozgasat egy 2 dimenzios keresztmetszetben, és észlelhetjiik az anatémiai valtozéasokat,
falmozgas-zavarokat. A leggyakrabban alkalmazott sikok a paraszternalis hossztengelyi
(parasternal long axis, PLAX), rovidtengelyi (short axis, SAX), és csticsi (apikalis) metszetek.
2D modban az ultrahang-hullamok kibocsatasa linearis, igy pasztazva végig egy adott sikot,
amely 2 dimenzios képként latszik a megjelenitdn.

Az M-moéd echokardiografia 1D-s nézetet biztosit, id6tengelyen lathatjuk a falak
mozgasat az adott sikban. Az M-mdd jo id6beli és térbeli felbontast ad, mivel a fokusz csak a
2D-s metszet egyetlen sikjan van (1 dimenziéban). M-modban a hullamok gyors
egymasutanban emittalédnak, mikdzben a 2D-moéd felvétel késziil, hasonléan ahhoz, mintha
egy mozgokép késziilne a visszaverddott ultrahang-hulldmokbol. A szdvethatirok
transzducerhez képesti mozgasa képként rogzithetd, igy példaul — megfelelé pozicioban —
meghatarozhato a sziv egy tliregének vagy falanak pontos keresztmetszeti mérete szisztoléban
¢s diasztoléban.

A szisztolés funkcid legegyszeriibben meghatirozhatd paramétere a frakcionalt
rovidiilés (Fractional Shortening, FS), amely megadja a bal kamra liregének méretcsokkenését.
Az lireget a legnagyobb szélességénél, a papillaris izmok magassagaban sziikséges virtualisan
elmetszeni az M-mod sikjaval a végdiasztolés és végszisztolés atmérék pontos
meghatarozasdhoz. Mivel a mechanikai szisztolé az elektromos szisztolé utan esik, a
legpontosabban ugy hatarozhatjuk meg a végdiasztolés atméré (LVEDD, vagy LVIDd)
helyzetét az idGtengelyen, ha a kurzort az EKG QRS-komplexus R-hullamanak cstcsara
illesztve helyezziik el. A végszisztolés atméré (LVESD, vagy LVIDs) az EKG T hulldméanak
végzddésénél mérendd. A FS a bal kamrai végdiasztolés atméré (LVEDD) — végszisztolés
atméré (LVESD)/LVEDD * 100 képlettel szamolhato, normal értéke 28% folotti [74]. A
frakcionalt rovidiilés nem ad tajékoztatast a globalis falmozgasi zavarokrdl, hiszen csak 2 adott
falrészlet mozgasardl nyajt informacidt egyetlen 1D-s sikban, €s tovabbi limitacidja, hogy a
pre- és az afterload is jelentsen befolyasoljak. A kobos (Cube) vagy a Teichholz-formulakkal

az atmérdkbdl a kamrai térfogatokat, igy az ejekcids frakciot (EF) is kalkulalni lehet, azonban
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ezeket a meghatarozasi modszereket az Gjabb iranymutatasok nem ajanljak [13]. A teljesség
kedvéért itt megemlitésre keriil a két moddszer a kamrai térfogatok becslésére: EDV
(végdiasztolés térfogat) = LVEDD?® és ESV (végszisztolés térfogat) = LVESD?® (Cube
modszer); illetve, EDV = 7/(2,4+EDD)*EDD?® és ESV=7/(2,4+ESD) * ESD?® (Teichholz-
formula); és EF = EDV-ESV/EDV*100.

Az ejekcios frakcid (EF) a legszélesebb korben hasznalt paraméter a szisztolés
kamrafunkcio jellemzésére. Az EF a ver6térfogatot (stroke volume, SV) fejezi ki a
végdiasztolés térfogat (EDV) aranyaban, vagyis EF = SV/EDV*100, ahol SV = EDV-ESV. A
2D-s felvételekbdl 3D-s térfogatot szdmolni szamos matematikai formuldval lehetséges,
melyek kiillonb6zd, az anatomiai viszonyokra mindinkabb reflektalé geometriai modelleket
hasznalnak, és tobbségiik klinikailag is validalt volt, de csak fiziologids kamrageometria
esetében adtak pontos becslést (Id. a fentebb leirt Cube és Teichholz formulak). A
teriiletmérésen alapulé Simpson’s-formula (biplane method of multiple discs) abnormalis
kamra-anatomia mellett is megbizhatd adatot szolgaltat, igy a hatalyos iranymutatasok altal
jelenleg ajanlott modszer az EF szamitasahoz [74]. A méréshez az endocardialis hatarokat
szlikséges kijeldlni végdiasztoléban és végszisztoléban, és a szoftver ezek alapjan kalkulélja a
pontos térfogatokat, majd az EF-t. A mddszer hatranya, hogy csak jo felbontasu felvételek
esetén megbizhatd, valamint szamos patoldgias folyamat, pl. kamrai disz-szinkrénia vagy
artimidk megnehezithetik az alkalmazasat. Emberben az 55% {616tti ejekcios frakciot tekintjiik
fiziologidsnak, mely a szisztolés diszfunkcid eldrehaladtdval egyre csokken (sulyos
diszfunkcioban EF < 30%) [74]. Az EF méréséhez meghatarozott verétérfogatbol (SV) a
perctérfogat (cardiac output, CO) is kalkulalhat6 (CO = SV * HR).

A szisztolés funkcid kiegészité értékelésének céljabol M-mod echokardiografia
segitségével a mitralis billentyli anulusanak szisztolés kitérése (MAPSE, mitral anular plane
systolic excursion) is meghatarozhat6. A MAPSE az M-madd kurzor sikjat a mitralis billentyi
lateralis anulusara pozicionalva, a hossztengellyel parhuzamosan mérendd, és a maximalis
kitérést sziikséges meghatarozni (cm-ben). A MAPSE a bal kamra longitudinalis szisztolés
funkcié megbizhaté markere, és konnyli reprodukalhatésdga miatt klinikailag a globalis
szisztolés funkcid meghatdrozasdra alkalmas. A jobb kamra szisztolés funkcidjat
hasonloképpen, a trikuszpidalis billentyli szisztolés kitérésével (TAPSE, tricuspid annular
plane systolic excursion) jellemezhet;jiik.

A szisztolés tevékenység Ujabban a szdveti Doppler képalkotas (Tissue Doppler
Imaging, TDI) segitségével is értékelhetdvé wvalt. Mivel azonban a Doppler

echokardiografianak a klinikai rutinban jelenleg a diasztolés funkcio értékelésében van
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meghatarozobb szerepe, a technika részleteit ott ismertetjiik. Roviden: a bal kamrai
pumpafunkcié kiegészitd értékelésére a PW Doppler (pulsatile wave) TDI-vel meghatarozott
mitralis anularis mozgasi sebességek alkalmasak. A lateralis anulusra helyezve a mintavételi
kaput, egy szivcikluson beliil karakterisztikus sebesség-id6 hullamok lathatdak, két negativ
iranyu (diasztolés: e’ €s a’), valamint két pozitiv irdnyu (szisztolés: s1 €s s2) komponenssel. Az
sl a bal kamrai izovolumetrids kontrakcioé sebessége, az s2 (vagy masképpen s’) pedig a csucs-
szisztolés kontrakcids sebesség, mely jol korrelal a globalis bal kamrai funkcidval, bar erésen
preload-dependens. A részben hasonld clvek alapjan miik6dd, a késébbiekben szintén
ismertetésre kertil6 Strain Rate Imaging és Speckle Tracking Echocardiography azonban
minden, el6zéleg leirt modszernél megbizhatobb és fejlettebb technika a szisztolés tevekénység

értékelésére [74].

A diasztolés funkcio értékelése
midta ezt a Doppler-effektus elvén mitkodé Doppler echokardiografia lehetové teszi. A Doppler
echokardiografia a 1980-as évektol jelent meg, a continous wave (CW) és a pulsed wave (PW)
Doppler technikak kifejlesztésével. A CW az ultrahang-hullam teljes hosszaban méri a
sebességet, mig a PW lokalizaltan, egy bizonyos mélységben is képes erre, igy precizebb [75].
A Dopplerrel mért mitralis bearamlasi gorbe (transmitral flow) korai komponensének
cstcssebessége az E hullam, ez a kamra passziv telddését jellemzi; mig a mitralis bedramlasi
gorbe késdi/pitvari komponensének csticssebessége az A hullam, mely a pitvari kontrakcio
soran a kamréaba juttatott vér sebességét, igy a diasztolé késdi fazisat abrazolja. A kettd
hanyadosa az E/A arany (definici6 szerint a korai és késd1 mitralis bedramlasi csticssebességek
hanyadosa), mely normadlisan 1-nél nagyobb, és szivelégtelenségben — stadiumtol fiiggden -
csokken, (pszeudo-)normalizaldédik, majd nd. Az E/A arany nem elégséges a diasztolés
diszfunkcio (DD) értékelésére, nem korrelal jol a pulmonalis €éknyomadssal, illetve, kdzépsulyos
DD-ban latszolag normalis aranyt mutat (>1), vagyis pszeudonormalis, igy félrevezetd lehet.
Ennek az az oka, hogy bar ebben a stddiumban a kamrai relaxacidé mar elégtelen, viszont a
megnovekedett merevség (Stiffness) miatti emelkedett bal pitvari nyomas ennek hatasat
ellensulyozza, vagyis kiegyenliti a relaxdcids zavar hatdsdt a bedramlési gorbe
nyomasgradiensére és sebességére, igy - latszolag - normalizalva az E/A aranyt [75]. Az E/A
arany diagnosztikus értékét szamos tovabbi limitacid befolyasolja: fiigg a szivfrekvenciatol,
valamint a pre- és afterload mértékétdl [76]. Elettani okok koziil az életkor, edzettségi allapot,

vérvolumen és a vegetativ idegrendszeri hatasok is befolyéasoljak (pl. mivel az alacsonyabb HR
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hosszabb diasztolét eredményez, csokkenti a pitvar hozzajarulasat a telodéshez, ezért az
¢lsportoloknal altalanos alacsonyabb pulzus részben az E/A novekedéséhez vezethet [77].

Az E/A hanyados fentebbi korlatai miatt érdemes a szoveti Doppleres képalkotas
(Tissue Doppler Imaging, TDI) altal meghatarozott paramétereket is figyelembe venni a
diasztologia értékeléséhez A TDI segitségével a miokardialis szoveti mozgasi sebességek
hatdrozhatok meg, amely fejlett zajszlirési €s frekvenciasziirési eljarasok altal lehetséges. A

pulzatilis Dopplerhez képest, amely a véraramlast méri, itt a szlir6ket forditottan allitjak be,

s

--------

engedik at a detektorhoz. A pulzatilis TDI-gorbéket (PW TDI) a csucsi (4 tiregii) metszetben a
mitralis anulus laterdlis és szeptalis oldalain hatarozzuk meg, ebben az iizemmodban a
maximalis sebességek mérhetdk, mig szin-kodolt TDI-vel atlagsebességek hatdrozhatok meg.
Az Gjabb ajanlasok a PW TDI-t részesitik elényben [78]. A szoveti Dopplerrel meghatarozott
értékek mar nem fiiggenek a szivfrekvenciatol, viszont a PW TDI technikai hatranya a beesési
sz0Ogtol valo fliggés, valamint az a tény, hogy a pulzatilis Doppler TDI nem tud kiilonbséget
tenni valoban aktivan mozg6 miokardium szegmensek és a mellettiik 1évd, passzivan mozgatott
akinetikus szovetrészek kozott [79, 80]. TDI mérések segitségével a bal kamrai diasztolés
funkciot jellemezhetjiik a mitralis anuldris korai (e’) és késdi (a’) mozgasi sebességekkel,
valamint ezek egymashoz viszonyitott aranyaval (e’/a’), ezen kiviil pedig a TDI e’ hullamnak
a mitralis bedramlasi gérbén mért korai sebességhez (E) viszonyitott aranyaval (E/e’). Ezeket a
méréseket elvégezhetjiik a mitralis anulus szeptélis (medidlis), és lateralis részén is. Mivel a
lateralis anulus kitérése fiziologiasan altalaban nagyobb sebességll, a kettd atlaganak hasznalata
adja a legpontosabb eredményt.

A Dopplerrel mért E/e’ hanyados a relaxaci6 indexe, minden tipusu diasztolés
diszfunkcioban véltozik (nd), és jo korrelaciot mutat a kapillaris éknyomassal (PCWP),
valamint a bal pitvari nyomassal (LAP), ezért a klinikumban (,,robust marker”-ként) a bal
kamrai toltényomas becslésére alkalmazzak. Az E/e’ echokardiografias mérése az invaziv
katéteres nyomasmeéréssel 6sszevethetd informaciodt szolgaltat, ezért igen hasznos paraméter, és
elengedhetetlen a diasztolés diszfunkcidé fokanak megitéléséhez, amelyet az ajanlasok 4
stadiumba (Grade I-1V) osztanak [81]. A koros E/e’ arany 8-nal nagyobb, és az emelked6 E/e’
novekedd toltdnyomast jelez, amely Grade I-ben még nem észlelhet (hiszen ekkor csak
relaxacios zavar all fenn, mely egyébként idésebb paciensekben altalanosan megjelenik). Grade
[1-ben (pszeudonormalis pattern) a toltényomas mar emelkedett, az E/e’ = 8-15; Grade I11-1V-

ben (restriktiv telédés) az E/e’ arany 15-nél nagyobb, a bal kamrai tdltdnyomas tehat jelentésen
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emelkedett. A teljesség kedvéért megjegyzendd, hogy a fiziologias, egészséges diasztolés
funkciot (ahol E/A > 1) a pszeudonormalis funkcidzavartél (ahol E/A szintén nagyobb, mint 1)
- a fentebb bemutatott E/e’ arany becslésén kiviil - a Valsalva-mandéver alkalmazasaval is el
lehet kiiloniteni.

A mitralis bedramlasi gorbék értékelését, igy a diasztolés diszfunkcid osztalyozasat a
szoveti Dopplerrel mért hulldamokon kiviil kiegészitheti a deceleracios id6 (DecT vagy DT, ms)
mérése is. A DecT az E hullam csucsatol annak az ,,x” id6tengellyel valdo metszéspontjaig tart,
értékének jelentdsebb befolyasold tényezoi a kamrafal merevsége és a nyomasviszonyok. A
DecT meghatarozasanak foleg a kozepes ¢€s a sulyos foka DD értékelésében van jelentdsége,
értéke korrelal a pulmonalis kapillaris éknyomassal [75]. Mivel a DecT forditottan aranyos a
bal kamrai toltdnyomassal, ideje egészséges egyénekben 160 ms f616tti, Grade I-ben 200 ms
koriili (kozel fiziologias nyomast jelez, hiszen Grade I-ben még csak relaxacios zavar van).
Pszeudonormalis telodés esetén a DecT 160-200 ms kozo6tt van, és az E/A normalis, mert az
emelkedé nyomast (E/e’ 8-15) a novekvd kamrafali merevség éppen kiegyenliti. Stlyosabb
(restriktiv, Grade III-1V) foku diszfunkcioban a DecT ideje csokken (<160 ms), ezzel jelezve a
vér bearamlasanak gyorsasagat, igy a korosan megnovekedett toltdnyomast [82].

A szivciklus soran a kamrai szisztolé utan a kamratelodés nem azonnal kezdddik el,
hiszen eldszor a kamrai nyomasnak a pitvari nyomas ala kell esnie. Ezt a rovid intervallumot
izovolumetrias relaxacios szakasznak nevezziik, ekkor aorta- és mitralis billentylik zartak. Az
izovolumetrias relaxacios id6 (IVRT) az ejekcid vége és kamrai telddés kezdete kozott eltelt
1d6, masként az aorta billentyli zarodasatol a mitralis billentyli nyitasaig eltelt id6. Az IVRT
elégtelen relaxacio (Grade I) soran nyulik, mivel a kamrafal lassabban relaxal az izovolumetrias
szakaszban, ¢s tObb 1ddre van sziikség ahhoz, hogy a pitvari nyomas eléggé megndjon a toltés
megkezdéséhez. Korai megvaltozasaval az IVRT igy a legels6 echokardiografias markere a
diasztolés diszfunkcio kialakulasanak [83].

Sulyosabb foku DD esetében, a restriktiv fazisban az IVRT a bal pitvari nyomas (LAP)
novekedésével megrovidiil, hiszen ekkor kora-diasztoléban a pitvar és a kamra kozotti
nyomasgradiens nagymértékben megnd, és ezzel az E hullam novekszik. Mivel a nyomas nagy,
a bearamléas gyorsan megkezdddik (rovid IVRT, <70 ms) és hamar abbamarad (révid DecT,
<140 ms). Ha Valsalva-mandéverrel a restriktiv telddés pszeudonormalissa valik, a DD-t Grade
I1l-ba soroljuk. (Ez a pattern hasonlit a sportolok ,,szupernormalis telddéséhez, de azzal nem
Osszekeverhetd, hiszen a paciens altalanos allapota is segit a diagnozisban). Ha a Valsalva-
mandverrel sem valtozik a transzmitralis bedramlési kép, a DD IV-es foku, sulyos,

irreverzibilisen restriktiv. Ez igen sulyos szivelégtelenséget jelez, és belathat6d, hogy minél
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nagyobb az E/A ¢és rovidebb a DecT, annal nagyobb a toltényomas, €s annal kevésbé valoszinti,
hogy a folyamat visszafordithato (4. abra) [84].

Doppler echokardiografia segitségével a bal kamrai kidramlasi traktus (LVOT)
sebesség- és nyomasviszonyairdl is képet kaphatunk. A vér kidramlasa negativ iranyu hullamot
alakit ki, ebbdl meghatarozhat6 a kiaramlas maximalis és atlagos sebessége, nyomasgradiense,
illetve a gorbe alatti tertiletbdl (LVOT VTI: subvalvular velocity time integral) és a kidramlasi
traktus teriiletébdl (LVOTr2m) a pulzusvolumen (Stroke Volume, SV =LVOT VTI* LVOTr2n)
¢s a perctérfogat (Cardiac Output, CO = SV*HR) is kalkulalhatdé. Az LVOT megnovekedett

sebesség- és nyomasgradiense aorta-sztenozisra utal [85].

Normalis Grade | Grade Grade lll Grade IV
diasztolés Relaxacios Pszeudo- Restriktiv Restriktiv
funkcio zavar normalis (reverzibilis) (fixalt)
Mitralis A i JL ‘ \ _‘_1_ L
bearamlas E/A:1-1,5 E/A: <1 E/A:0,8-1,5 E/A:> 2 E/A>2
DecT >160ms DecT: > 200 ms DecT: 160-200 ms DecT: <160 ms DecT: <160 ms
Mitralis _ , '
anulus —LP—‘ S LH’—F — BRwlw o
mozgasa ™ ~\./ S N -
E/e’ E/e': <8 E/e': <8 E/e’: 8-15 E/e’: > 15 E/e’> 15

Bal pitvari

nyomas normalis norméli51 11 111 1111

4. abra. A diasztolés diszfunkcid jelei és osztdlyozédsa a Doppler- és TDI
echokardiografias paraméterek segitségével. Az American Society of
Echocardiography iranymutatasai alapjan [78]. (A roviditések magyarazata a

szovegben talalhato.)

Egyéb, szarmaztatott paraméterek

Az alabbiakban 2 fontos, echokardiografia alapjan meghatarozhaté index-szam
ismertetése kovetkezik. A Myocardial Performance Index (MPI), vagy — megalkotdja utan - a
Tei-index, a szisztolés és diasztolés funkciok egyiittes becslésére szolgal. Méréséhez a Doppler

(vagy szoveti Doppler) echokardiografiaval meghatarozott izovolumetrias kontrakcios id6
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(IVRT) és izovolumetrias relaxacios id6 (IVRT) Osszegét sziikséges elosztani az ejekcio
idotartamaval (Ejection Time, ET), vagyis MPI = (IVCT + IVRT)/ET [86]. Masik
meghatarozasi moédja: (MCOT — ET)/ET, ahol az MCOT a mitralis billentyi zarédasatol a
nyitasaig eltelt id6 (MCOT: mitral valve closure to opening time). Ez az egyszeriien
meghatarozhatd paraméter jol reprodukalhato, informaciot nyujt a globalis kamrafunkciokrol,
csak kismértékben fligg a szivfrekvenciatol €s a preloadtol, tovabba az E/A aranynal és a DecT-
nél is jobb korrelaciot mutat a katéteresen meghatarozhat6 bal kamrai relaxacios konstanssal,
tau-val [87]. A Tei-index értéke az IVCT és IVRT megnyulasa vagy az ET csokkenése miatt
novekedhet, ez jelzi a globalisan koros miokardialis teljesitményt [87].

Echokardiografias adatokbol non-invaziven kalkulalhatjuk a bal kamra tomegét (LV
mass), illetve a relativ falvastagsagat (relative wall thickness, RWT), amelyek fontosak a
remodellacid és hipertrofia mértékének megbecslésében. Bal kamrai tomeg meghatarozasa az
alabbi egyenlettel torténhet: LVmass = 0.8(1,04((LVIDd + IVSd + LVPWd)3 * LVIDd%)) +
0.6; ahol LVIDd: bal kamrai végdiasztolés atmérd, IVSd: interventrikularis szeptum atméréje
diasztoléban, LVPWd: bal kamrai posterior fal vastagsaga diasztoléban.

A bal kamrai remodellacio geometriajat (koncentrikus vagy excentrikus remodelling) a
relativ falvastagsag (RWT index) szamitasaval becsiilhetjiik meg: RWT = 2(LVPWd)/LVIDd;
ahol a megnovekedett RWT (> 0,42) koncentrikus, mig a csokkent RWT (< 0,42) excentrikus
remodellaciot feltételez [78]. Koncentrikus hipertroéfiaban mind a bal kamrai tdmeg, mind az

RWT né, mig remodellacio esetében csak az RWT [88].

A strain rate mérése, és a Speckle tracking echocardiography (STE)

Mind a szisztolés, mind a diasztolés funkcid fentebb vazolt meghatarozasi modszereinek
vannak korlatai (ilyenek pl. az ejekcios frakcio pre- és afterloadtol valo fliggése, kalkulacios és
becslési pontatlansagai, a diasztolés cstucshullimok magassaganak fliggése az ultrahang
sugaranak beesési szOgétdl, stb.). A legmodernebb, funkciovizsgalatokat kiegészitd
echokardiografias modszer a Doppleren alapuld Strain Rate Imaging (SRI), valamint a
miokardium-szegmensek mozgasat egyedi markerekkel kovetd Speckle Tracking
echokardiografia (STE) technikak, melyek képesek a regionalis kontraktilitasi tulajdonsagok
meghatarozasara IS [89]. A Strain Rate Imaging segitségével az egyes szivizom-
szegmentumokban, és természetesen globalisan is meghatdrozhatdé az egyes szovetrészek
elmozdulasa (displacement), sebessége (velocity) vagyis a falmozas, tovabba meghatarozhato
a fal deformalodasa is A deformacioé oka, hogy a kiilonb6z6 szovetrészek kiilonbozo helyre €s

sebességgel mozognak el egy szivciklus soran, igy a szivizom alakja a tér 3 iranyaban
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deformalodik. A szisztolé soran az izomzat a hossztengely mentén megrovidiil és elcsavarodik,
a rovid tengely mentén circumferencidlisan Osszetomorddik, mikdzben a falak radidlisan
megvastagodnak; diasztoléban pedig ezen elmozdulasok ellentétei jatszodnak le. Mindezen
mozgasok kovethetéek a strain echokardiografia segitségével [90]. A rostok sszehuzodasa a
hossztengely mentén (longitudinalisan) negativ iranyt deformalddassal, strain-nel jar, mig a
tavolodasuk, azaz a megnyulas a pozitiv strain. A strain meghatarozhat6 radialis (szisztoléban
pozitiv), illetve circumferencidlis (szisztoléban negativ) iranyokban is. A technika segitségével
igy a miokardium egyes szegmenseinek intrinszik mozgékonysagarol is informaciot
nyerhetiink. A deformalddas vagy strain, a kiindulasi allapothoz képesti tomorodés vagy
megnyulas (L, %), ennek idébeli leképzésével pedig a strain rate szamolhatd (1/s), mely
paraméterek egyenesen aranyosak a bal kamrai funkcidéval. A szoveti Doppler technikén
alapul6 strain echocardiografidval igy 1D-ban hatdrozhaté6 meg a miokardium deforméldodasa.
Ugyanakkor a strain echokardiografia limitacidja az erés zajfliggdség, nagy interobszerver-
variabilitas, illetve, hogy tovabbra is fiigg az ultrahang inszonacios szogét6l [91]. A jelenlegi
legmodernebb technika Speckle Tracking echokardiografia mindezektdl a hibaktol mentes, és
nagyon pontosan vizsgalhatova teszi a szivizomzat deformécios tulajdonsagait. A STE a
szivizomteriiletek mintazatabol leképezett, 20-40 pixel nagysagu akusztikus markerek (speckle)
alapjan képes kovetni azok mozgasat, igy segitségével ugyaniugy meghatarozhato a globalis
strain és strain rate, valamint szegmentumos mérések is végezhetdk [92]. Mivel az STE
madszer 2D-ban kdveti az egyes szovetrészek mozgasat a falban, nem pedig az ultrahang-sugar
iranyaban, igy a beesési szogtdl fliggetlen, azonban nagyon jo képmindséget és felbontast
igényel. Elonyei miatt varhato, hogy alkalmazasa az 0j ajanlasokba is bekeriilhet.

A fentebb vazolt szdmos technikai lehetdség, a mérhetd paraméterek széles tarhaza, a
non-invazivitas ténye, illetve a technika relative alacsony koltsége tette az echokardiografiat a

kardialis funkcid meghatarozéasanak ,,arany standardjava”.

2.4. A szivelégtelenség farmakoterapiaja

2.4.1. Konvencionalis szerek és ujabb gyogyszercsoportok

A szivelégtelenség klinikai evidencidkkal alatdmasztott farmakoterapidja még a
legtjabb iranymutatasokban is a csdkkent ejekcids frakcioval jaré (HFrEF) formara vonatkozik,
jelenleg sem egyértelmi ajanlas, sem specifikus gyogyszer nem érhetd el a megorzott ejekcios
frakcioju (HFpEF) szivelégtelenség kezelésére [13, 93]. Ellenben HFrEF-ben az ajanlasok

egyértelmi Utmutatast adnak az alkalmazando gyogyszercsoportokra vonatkozoan, melyek
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nagy, randomizalt vizsgalatok alapjdn osztalyozzdk a bizonyitékok ,.erdsségének”,

megbizhatosdganak mértékét.

Angiotenzin-konvertdz enzim inhibitorok (ACEI, ACE-gdtl6k)

Az ACE-gatlok (kaptopril, enalapril, lizinopril, ramipril, trandolapril) csokkentik a
morbiditast és a mortalitast, valamint tiinetmentes bal kamrai diszfunkcid esetén csokkentik
annak szivelégtelenséggé alakulasat, ezért a maximalisan toleralhato dozisokig sziikséges fel-
mind az eldterhelés, mind az utoterhelés mértékét, a so- és vizretenciot, tovabba antiproliferativ
hatasuknak koszonhetéen visszafogjak a koros remodellaciot is. Farmakodinamias hatasaik az
angiotenzin I —angiotenzin Il (AT Il) atalakulas gatlasa, ezaltal mind a plazma-, mind a szdveti
AT Il szintjének csokkentése, tovabba a bradikinin lebontasanak gatlasa, prosztaglandinok
szintjének novelése. Kontraindikacioik a kétoldali veseartéria-sziikiilet és a terhesség, fébb

mellékhatasuk a kohogeés, illetve angioneurotikus 6déma kifejlédése [93].

Angiotenzin-receptor blokkolok (ARB)

Az ARB-k (lozartdn, valzartan, irbezartan, telmizartan) szelektiven gatoljak az AT1
receptorokat, ezaltal vazodilatativ hatastak. A valzartan bizonyitottan csokkenti a
szivelégtelenséggel Osszefliggd korhazi kezelések aranyat. AZ ARB-k ACEI-intolerancia
esetén alkalmazandok, nem okoznak renin- és AT Il-szint emelkedést, nem kohogtetnek,

viszont a veseereket sem tagitjak. Varandossag és szoptatas alatt is ellenjavalltak [93].

Béta-blokkoldk (BB)

A béta-blokkolokat (metoprolol, bisoprolol, carvedilol) — konszenzus alapjan — az
ACEIl-kal egyiitt lehet adagolni Klinikailag stabil pacienseknek, mivel csokkentik mind a
morbiditast, mind a mortalitast [13]. A béta-blokkolok gatoljak a reninfelszabadulast,
csokkentik a RAAS aktivitasat, illetve csokkentik a talzott adrenerg kompenzatorikus valaszt
iS. Anti-iszkémias hatasuk kifejezett, és — paradox modon - negativ inotrop hatasuk ritkan
érvényesiil (az EF még novekedhet is). Negativ kronotrop hatasuk miatt mérséklik a
tachycardiat, novelik a diasztoléban eltoltott 1dot, ezaltal javithatjak a sziv anyagcseréjét,
tovabba bizonyos mértékii anti-remodellacios hatassal is rendelkeznek. Mellékhatasaik a

faradtsag, hipoglikémia és bradycardia [93].
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Mineralokortikoid/aldoszteron receptor antagonistik (MR antagonistdk)

A spironolakton és eplerenon minden, a szivelégtelenség tiineteit mutatd paciensben
javallott 35 %-o0s EF alatt, ezek a hatéoanyagok bizonyitottan csokkentik a mortalitast és a
korhazi kezelések sziikségességét [13]. A MR-antagonistak a disztalis vesetubulusban szeroid-
receptorhoz torténé kotédés utan fehérje-szintézisbeli valtozasokat okoznak, melyek
eredménye a natrium-iiritésének novekedése és a kalium visszaszivasa, igy az 6déma
csokkenése. Az eplerenon kiilonosen lezajlott AMI soran kialakuld szivelégtelenség
fennallasakor indikalt. Veseelégtelenség és hiperkalémia esetén ovatosan adandok, illetve a

szérum kalium szintet monitorozni sziikséges a terapia alatt [93].

Diuretikumok

A diuretikumok (kacsdiuretikumok: furosemid, tiazidok: hidrokiortiazid, indapamid,
kalium-megtakaritok: amilorid) a pangas és 6déma csokkentésére javallottak a szivelégtelenség
minden formajaban, ugyanakkor megjegyzenddé, hogy randomizalt vizsgalatok nem allnak
rendelkezésre a mortalitds csokkentésének tekintetében [13]. A kacsdiuretikumok
terapiarezisztens Odémaban, és csokkent vesefunkcid esetén is alkalmazhatéak. A
mellékhatasok megjelenése miatt a diuretikumok a legkisebb, de még euvolémiat 1étrehozo
dozisban hasznalandok. A kalium-iiritd diuretikumok esetében a megfelelé ionpotlasrol

gondoskodni kell [93].

Digitalisz-glikozidok

A digitalisz-szarmazékok (digoxin) lassan a perifériara szorulnak, mivel sziik terapias
szélességliek, és nem bizonyitott, hogy csokkentenék a mortalitast, habar a korhazi kezelések
szamat csokkenthetik [13]. A pozitiv inotrop hatasuk (Na/K ATP-az részleges gatlasa) ellenére
nem tachycardizalnak, novelik a szisztolé erejét és a diaszologia is javul. A kamrai ritmus
csokkentésére szivelégtelen, pitvarfibrillalo (AF) betegekben megfontolandé az alkalmazasuk,
de csak szoros kontroll mellett. Aritmogének, lataszavart, hanyast, gorcsoket okozhatnak [93].

l+-csatorna inhibitorok (;, Funny-aram gatlok ™)

Az ivabradin bizonyitottan csokkentette a mortalitas-korhazi kezelések kombinalt
végpontjat klinikai tiineteket mutatd szivelégtelen betegekben (EF<35%). Az Europai
Gyogyszeriigynokség (EMA) engedélyezte az ivabradint 35% alatti EF és 75 bpm feletti

szivfrekvencia esetén, ugyanis ebben a csoportban javitja a tul¢lést. Az ivabradin a szinusz-
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csomé lf-csatornajat gatolja, csokkenti a szivritmust, ezért csak normal Szinusz-ritmust

pacienseknek adhat6 [13].

Angiotenzin receptor-neprilysin inhibitor (ARNI)

A RAAS ¢s a neutralis endopeptidazok kombinalt gatldjaként egy uj gyodgyszercsoport
keriilt kifejlesztésre az utobbi években, melyet angiotenzin receptor-neprilysin inhibitorként
(ARNI) jelolnek [13]. Az els6 szer ebben a csoportban a LCZ969, mely a valzartan és a
sacubitril (neprilysin-inhibitor) 1:1 aranyu komplexét tartalmazza. A neprilysin gatlasaval a
bradikinin és a natriuretikus peptidek lebontasa gatlodik, n6 az ANP és BNP plazmaszintje,
ezaltal n6 az intracellularis CGMP-szint, tovabba gatlodik a renin- és aldoszteron-szekrécio is.
Valzartannal kombinalva az eredd hatasok a diurézis novekedése, az értonus csOkkenése,
miokardialis relaxacio javulasa, illetve a remodellacio és szivizom-hipertrofia visszaszorulasa.
A nemrégiben lezajlott PARADIGM-HF tanulmany adatai alapjan az LCZ969 az ACE-gatlo
enalaprillal 6sszehasonlitva jobban csokkentette a szivelégtelenség progresszidjat, valamint a
betegek esetében. A hipotenzid és angioddéma el6fordulasa tovabbra is probléma, illetve, a

hosszl tavii mellékhatasokrol még nem all rendelkezésre elegend6 informacio [94].

Renin-gatlok

A renint a vese juxtaglomerularis sejtjei termelik, a proteaz enzim az angiotenzinogén
— angiotenzin atalakulast konvertalja [93]. Az aliskiren oralisan adagolhato direkt renin-gatlo,
de mivel nem javitotta szignifikansan a szivelégtelenség tiineteit és progresszidjat, jelenleg nem

képezi alternativajat az ACEI kezelésnek, a hatalyos iranymutatasok szerint.

2.4.2. Egyeb terapias lehetoségek és az alapbetegségek kezelése
n-3 poli-unszaturdlt zsirsavak (n-3 PUFA)

Az eikozapenténsav (EPA) és a dokozahexénsav (DHA) csak igen nagy dozisban
hatasosak a szivelégtelenség progresszidjanak csokkentésére, és jelenleg az optimalis terapia

alatt allo betegek kiegészité kezelésére szolgalnak [13].

Sztatinok

Habar a sztatinok (atorvasztatin, rozuvasztatin, fluvasztatin) egyértelmiien csokkentik a

mortalitast s a morbiditast ateroszkler6zis fennallasakor, a manifeszt HFrEF progndzisat mar
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nem javitjak, nincs terapias el6nyiik. A mar korabban sztatinra allitott, hiperlipidémias,

cres

Oralis antikoaguldansok

Jelenleg nincs arra bizonyiték, hogy az oralis antikoagulansok csokkentenék a
morbiditast vagy a halalozast, sem HFrEF-ben, sem pedig HFpEF-ben. Indikaciojukat igy a
pitvarfibrillacioval (AF) egyiitt jar6 szenvedo szivelégtelenség fennallasa jelenti, illetve, vénas
tromboembolia kockazata esetén a megkezdett oralis antikoagulans-terapiat folytatni kell.
Hasonlé a helyzet a vérlemezke-aggregaciot gatlo szerekkel is (aspirin), vagyis nincs
egyértelmii bizonyiték a terapias haszonra vonatkozodan, és a mellékhatasok megjelenése

(vérzés) tovabb korlatozza alkalmazasukat [13].

Kalcium-csatorna blokkolok (CCB)

A CCB-k (verapamil, diltiazem) egyértelmiien nem indikaltak szisztolés
szivelégtelenségben szenvedd paciensek szamara, mivel nem biztonsagosak. A dihidropiridin-
tipustt vegyiiletek (amlodipin, lercanidipin, felodipin, nifedipin) novelhetik a szimpatikus
tonust, koziilik csak a felodipin és amlodipin alkalmazhatd biztonsaggal, de csak abban az
esetben, ha szisztolés szivelégtelenségen kiviil valamilyen egyéb fennalld tarsbetegség ezt

megkoveteli [13].

A diabétesz mellitusz kezelése szivelégtelenségben

A gliikoz-haztartas zavara ¢és a manifeszt diabétesz meglehetésen gyakori
szivelégtelenségben, illetve kivaltd ok is lehet (ld. diabéteszes kardiomiopatia), valamint
fennallasa rontja a prognozist. Jelenleg nincs evidencia arra vonatkozoan, hogy a szoros gliikkoz-
kontroll csokkentené a kardiovaszkularis események el6fordulasat szivelégtelenségben, de
szakért6i konszenzus alapjan a megfeleld gliikozkontrollt implementalni kell a terapiaba [13,
14].

A metformin biztonsagos és hatékony szivelégtelenség fennallasakor is, illetve kedvezo
pleiotrop hatasokkal is birhat, igy a korabbi véleménnyel ellentétben elsdként valasztando szer
a diabétesz kezelésére, szivelégtelen pacienseknél is. A laktat-acidozis kockazata miatt azonban
stlyos vese-vagy majelégtelenségben ellenjavallt. Az inzulin sziikséges a TIDM kezelésére
(illetve kimeriilt béta-sejtek esetén T2DM kezelésére is), azonban, mivel az inzulin natrium- és

vizvisszaszivast IS 0koz, a szivelégtelenség tiineteit rontja. A dipeptidil-peptidaz-4-gatlok
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(DPP-4-gatlok: szitagliptin, vildagliptin, linagliptin) és a GLP-1 (exenatid, liraglutid) analogok
inzulin az felszabadulasat is stimulaljak, illetve novelhetik a kardiovaszkularis események
eléfordulasi gyakorisagat, habar jelenleg nem all rendelkezésre kontrollalt tanulmany erre
vonatkozoan. A szulfanil-urea-szarmazékok (glibenklamid, glimepirid, gliklazid) alkalmazasa
szintén Osszefliggésben allhat a kardialis diszfunkcié romlédsaval, igy oOvatossaggal
alkalmazandok. A tiazolidén-dionok (pioglitazon) natrium- ¢&s vizretenciot, illetve
testsulynovekedést okoznak, igy nem ajanlottak szivelégtelen paciensek kezelésére. Ezzel
ellentétben a sodium-dependent glucose co-transporter-2-gatlok  (SGLT-2-gatlok:
empagliflozin, dapagliflozin) koziil jelenleg az empagliflozin alkalmazésa intenziv kutatas
targya, ugyanis, ahogyan mar fentebb emlitésre kertilt, a gliikozkontroll fokozasa mellett
szignifikansan csokkentette a mortalitdst és a korhazi kezelési aranyat szivelégtelen

pacienseknél (EMPA-REG OUTCOME tanulmany) [13].

Az ateroszklerozis és az 1SZB kezelése

Az ateroszklerdzis és iszkémias szivbetegségek kezelése gyakran nem valaszthato el
¢lesen a szivelégtelenség terapiajatol, mivel ezek gyakran kivalto okként szerepelnek. Ahogyan
szivelégtelenség kialakulasa utan is, de a sztatin-terapia - a jelenlegi ismeretek alapjan - mar
nem javitja a prognézist. Az angina megel6zésére vagy enyhitésére a béta-blokkolok, illetve
bizonyos paciensek esetében (csokkent EF, 75 bpm feletti szinusz-ritmus) az ivabradin
megfeleléek, igy a szivelégtelenség bazisterapiajat is képezik. Béta-blokkolo kezelés alatt allo
paciensekben a trimetazidin kedvezd hatast mutat az angina kontrolljara, illetve vannak
bizonyitékok arra is, hogy javithatja a terheléses toleranciat. A nitratok (glicerin-trinitrat)

biztonsaggal alkalmazhatdak szisztolés elégtelenségben szenvedd pacienseknél [13].

Egyéb kezelési modok, mitéti technikak, antiaritmias szerek, pacemaker-beiiltetés,
reszinkronizacios terapia, vagy szivtranszplantacios eljarasok targyalasa joval meghaladna e

dolgozat kereteit.

25. A BGP-15 gyogyszerjelolt

A kismolekulaji BGP-15 jelii gyogyszerjelolt (O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-propil)-
nikotinsav-amidoxim) magyar eredetii originalis molekula. Mar 1977-ben szintetizaltak, de a
1990-es éveken valt intenzivebb kutatas targyava, majd a 2010-es években megint lendiiletet

kapott vizsgalata, ujabb indikaciok felvetésével [95].
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Els6ként poli-(ADP-riboz)-polimeraz inhibitor (PARP-I) hatasat feltételezték
iszkémia/reperfiizids karosodas, illetve nefrotoxicitas (ciszplatin) kivédésére (a PARP enzim a
sejtproliferacio €és az apoptozis egyik iranyitoja) [96, 97]. Késébb felmeriilt a hésokkfehérjék
(hsp-k) funkcidjara kifejtett indukald hatasa, elsGsorban a hsp72 tekintetében. Ez tobb
korképben bizonyitast nyert, és mivel a hdssokkfehérjék szamtalan protektiv és repair-
mechanizmusban részt vesznek, a BGP-15 és egyéb hsp-inducerek a legkiilonb6zébb patoldgias
allapotokban képezik intenziv kutatds targyat. A hsp-indukcié alapjan meriilt a vegyiilet fel
inzulin-érzékenyité hatasa is, majd proof-of-concept vizsgalatok alapjan megkezdddhetett
vizsgalata human pacienseken [98-101]. A BGP-15 ekkor - tékebefekteték bevonasaval -
human klinikai fazisba keriilt T2DM indikacidjaban, ahol Kklinikai ll-es fazisig jutott el (a
vizsgalatot végiil a megfeleld tamogatasi 6sszeg hianyaban terminaltak) [102]. Ezutan kertilt
el6térbe a mitokondrialis funkcio befolyasolasara kifejtett esetleges pozitiv hatasa. Henstridge
és mtsai (2014) leirtak a mitokondrium-szamot ndveld hatasat, majd Siimegi és mtsai (2017)
megmutattadk, hogy a mitokondriumokban felhalmozodva csokkenti a ROS-produkciot,
sejtvonalon védd hatast a peroxid-stressz altal okozott apoptozis €s nekrdzis, valamint az
inflammacid-okozta mitokondrialis membrankarosodas ellen is [103, 104]. Vazizmokban ROS-
termelést csokkentd hatasat, illetve a mitokondriumok viabilitasanak javulasat Sorensen (2017)
in vivo egérmodellen is bizonyitotta [105]. Ez a hatasa neuropatiaban és érvényesiil, ahol javitja
a neuralis mitokondrium-funkcidt €és csokkenti a neuronpusztulast, igy a BGP-15 alkalmazasa
neurodegenerativ korképekben is felmeriilhet [104].

A BGP-15 jelenleg vaz- és szivizom hatasai miatt tart szamot a legnagyobb tudomanyos
érdeklodésre, az utobbi években ilyen témaji publikaciok igen rangos folyoiratokban jelentek
meg. Izomdisztrofiaban szenvedd, mdx egereken Gehrig és mtsai (Nature, 2012) azt talaltak,
hogy a BGP-15 kezelés javitotta az izomer6t és a kontraktilitist harantcsikolt izmokon,
csokkentette a kyphosist, tovabba megnovelte az allatok élettartamat, amelyet a hsp72
indukalasaval és a SERCA pumpa funkcidjanak megérzésével magyaraztak [106]. Sapra és
mtsai (Nature Communications, 2014) transzgénikus, szivelégtelen-pitvarfibrillaloé egérmodellt
hoztak létre, melyen 4 hétig tartd (napi 15 mg/ttkg) BGP-15 kezelés csokkentette a pitvar
megnagyobbodasat, és szignifikansan javitotta a szisztolés funkciot, csokkentette a kollagén-1
expressziot, tovabba megel6zte az aritmiak kialakulasat [107]. Az eredeti feltételezést,
miszerint a kedvezd hatasok a hsp72 indukcidjaval allnak Osszefliggésben, nem sikertilt
bizonyitaniuk, ezért ugy tiinik, hogy miokardiumban a BGP-15 nem a hsp72 aktivalasaval fejti
ki protektiv hatasait. A tanulmany eredményei szerint a BGP-15 emeli az IGFR1

foszforilacigjat €s javitja a membran-fluiditast, igy javasolt tovabbi vizsgalata szivelégtelen
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modelleken. A fenti két vizsgalat alapjain Kennedy és mtsai megerésitették, hogy a BGP-15
protektiv hatdssal bir mind a vazizom, mind a szivizom funkcidira, de eltéro, és csak kis részben
felderitett, vagy kontraverzalis mechanizmusok altal [108]. Ujabban egyéb vazizmokon is
leirtak a vegyiilet kedvez6 hatasai, részben a mar kimutatott, részben ismeretlen folyamatok
altal [109, 110]. A BGP-15 szivizomra gyakorolt hatasa és a mogottes hatdsmechanizmus
tovabbra is kérdéses, illetve a fentiek alapjan kiilonféle betegség-modelleken eltérd lehet, igy

folyamatban 1év6 is vizsgalatok targya.

2.6.  Allatmodellek a kardialis diszfunkci6 vizsgalatira

A kardialis diszfunkcid, szivelégtelenség, illetve tarsbetegségeik (diszlipidémia, ISZB,
diabétesz mellitusz) vizsgalatara szamtalan allatmodell all rendelkezésre. A szivelégtelenség
komplex, tobb szervrendszer érinté mivolta, valamint multifaktorialis meghatarozottsaga miatt
—sajnos — nehéz kivaltani az allatmodellek felhasznalasat az alapkutatasokban (a ,,3R-szabaly”
érvényesitésének nehézsége).

E dolgozat témavalasztasa kapcsan is fontos tény, hogy allatmodellek esetében a
szivelégtelenség szubjektiv jelei, vagy klinikai tiinetei nehezebben észlelhetdk, és altalaban
nagy kompromisszumot sziikséges kotni a humén betegség modellezésében a transzlacio
szempontjabol. Ennek ellenére megjegyzendd, hogy léteznek elfogadott szivelégtelenség-
modellek, melyeknél pl. a terheléses intolerancia vagy a periférias 6déma is megjelenik, illetve
a szivelégtelenség kiilonbozo tipusaira (HFrEF, HFpEF) is rendelkezésre allnak megfeleld
modellszervezetek. Azokban az esetekben, amikor a szivfunkcié mar egyértelmiien kérosodott,
de pl. a csokkent terheléses tolerancia nem vizsgéalhatd, vagy periférids 6déma még nem
észlelhetd, helyesebb kardialis diszfunkciordl beszélni, mely a szivelégtelenség prekurzora. Ez
- az AHA vonatkozo éllasfoglalasa szerint - a human betegek a ,,B” stadiumanak feleltethetd
meg [111].

Az indukalt modellek koziil jelentésebbek a ragesalok és Kkis laboratoriumi
allatmodellek (egér, patkany, nyul) felhasznéalasaval 1étrehozott kisérletes patologias allapotok.
A koronaria-ligatara (bal leszalld koronaria-ag sebészi elkotése, ,,LAD-lekotés”) a
leggyakoribb procedura a human miokardialis infarktus és szovédményeinek modellezésére
[112]. Experimentalis aorta-sziikiilet 1étrehozasa az aorta részleges elkotésével (ascending
(AAC); vagy transverse (TAC) aortic constriction) nyomasterhelést okoz, mely végiil
hipertrofidban és diasztolés elégtelenségben manifesztalodik. A gyors pitvari ingerlés (rapid

atrial pacing, pacing-induced tachcardia) technika segitségével dilatativ kardiomiopatiat és
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diasztolés diszfunkciot lehet 1étrehozni (nyul, kutya). Hipertonia-indukalta szivelégtelenséget
deoxikortikoszteron-acetat (DOCA), sotartalmu diéta és nefrektomia segitségével lehet
létrehozni, melyek magas vérnyomast, fibrozist, hipertrofiat, és restriktiv diasztolés
diszfunkciot okoznak. A doxorubicin (DOX) kardiotoxikus mellékhatassal bir6 daganatellenes
gyogyszer a szisztolés szivelégtelenség modellezésére alkalmas. A monokrotalin alkaloid a
tiidéartériak roncsolasaval jobb kamrai elégtelenséget okoz [113].

Az allatkisérletes tudomanyok és a molekuléris biologia fejlédésével lehetové valt
spontan mutaciot hordozé beltenyésztett modellek, késébb transzgénikus ragesalo-modellek
létrehozasa is. A renin gén egy polimorfizmusat hordoz6 Dahl s6-szenzitiv patkanyok magas
vérnyomasban és progressziv bal-kamra hipertréfidban szenvednek. A  szelektiv
beltenyésztéssel 1étrehozott spontan hipertenziv (SHR) patkanyok szive el6szor hipertrofiat
mutat, majd dilatativ miopatia és diasztolés diszfunkci6 alakul ki [114]. Az egér eredetii renin
gént hordoz6 mRen2 patkanyok hipertoniasak és szivizom-szovetiik hipertrofizal. A Zucker
Diabetic Fatty — spontan hipertenziv szivelégtelen F1 hibrid (ZSF1) patkanyok a ZDF és SHR
torzsek keresztezésével jottek létre - ezek az obez, diabéteszes allatok hipertenzivek, bal kamrai
hipertrofiaban, diasztolés diszfunkcioban (HFpEF), tiidopangasban ¢és proteinuriaban
szenvednek. A Spontaneous Watanabe Heritable Hyperlipidemic-Myocardial Infarction
(WHHL-MI) nyulak diszlipidémiasak, ateroszklerozisosak, tovabba a koronaria-okklizié miatt
spontan miokardialis infarktus és szivelégtelenség alakul ki benniik, ugyanakkor - habar a nyul
miokardium nagyobb hasonlosagot mutat a human szivizomszovettel, mint a kis ragcsaloké -
ez a modell magas ara miatt kevésbé terjedt el [112].

A diabéteszes kardiomiopatia modellezésére alkalmas a streptozotocin (STZ)-indukalta
T1DM patkany, mely hiperglikémias, megnovekedett bal kamrai merevséget, diasztolés
diszfunkciot és hipertrofiat mutat, titin-izoforma valtozasokkal [115]. A transzgénikus, vagy
mutaciot hordozo ragesalok koziil az ob/ob leptin-rezisztens ¢és a db/db leptin-receptor-
deficiens egerek hiperglikémiasak, szivizom-hipertrofidban és diasztolés funkciézavarban
szenvednek [116]. Az Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) patkany spontan
diabéteszes ¢s diasztolés diszfunkcioban szenved. A Zucker Diabetic Fatty patkany (ZDF)
leptin receptora mutans, kovetkezésképpen az allat obez, inzulin-rezisztens, valamint bal
kamrai hipertrofiat, diasztolés- és enyhe szisztolés funkcidozavart mutat [112].

A dolgozat témaja szempontjabol fontos, kardialis diszfunkcioban szenved6 (,,AHA
Stage B”) hiperkoleszterinémias nyul modellel ¢és a Goto-Kakizaki diabéteszes

patkanymodellel a kdvetkezokben részletesebben foglalkozunk.
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2.6.1. A Goto-Kakizaki diabéteszes patkanymodell

A Goto-Kakizaki (GotoK) patkanyokat gliikkoz-intolerans Wistar allatok szelektiv
beltenyésztésével hoztak 1étre japan kutatok [117]. Azéta ez az altorzs az egyik leggyakrabban
¢s legsokoldalubban alkalmazott poligénes 2-es tipusu diabétesz-modellé valt, szamos elényos
tulajdonsaga miatt. Ezek az allatok inzulin-rezisztensek, csokkent bétasejt-dllomannyal
rendelkeznek, emiatt enyhe gliikéz intolerancidban szenvednek, de normotenzivek és non-
obezek maradnak, ellentétben pl. a ZDF torzzsel, amely a 2-es tipust diabétesz kifejlodése
mellett jelentdsen hizik is [118, 119]. A GotoK altorzs pontos genetikai feltérképezése még
inzulin- és adipocitokin-szignalizacioval, PPAR- és T-sejt jelatvitellel, valamint glycerolipid-
metabolizmussal vannak kapcsolatban, hozzajarulva a manifeszt T2DM kialakulasahoz, annak
kardiovaszkularis szovodményeivel egyiitt. A GotoK patkanyokban metabolikus és kardialis
eltérések észlelhetéek: a gliikoz-oxidacido csokkenése, a zsirsavak felhasznalasanak
novekedése, a szabad-zsirsavak és LDL-koleszterin szérumszintjének novekedése. Az oxidativ
stressz hatasara mitokondrialis diszfunkcio és a Ca-homeosztazis zavara all fenn, az allatok
diasztolés funkcioja nagy mértékben, a szisztolés diszfunkcidé enyhén kdrosodott, tovabba
hipertrofia és fibrozis (emelkedett TGFp, fibronektin és kollagén-1 expresszidval) jelenik meg
a miokardium-szovetben [120-123].

Az inzulin-rezisztens human paciensek gyakran obezek, mely a GotoK modell
hatranyara is utalhatna, ugyanakkor azonban segitségével az egyéb befolyasold tényezdk
(elhizas, diszlipidémia, hipertonia) fennallasa nélkiil lehetséges a — pusztan hiperglikémia altal

okozott — diabéteszes kardiomiopatia patomechanizmusat vizsgalni [124].

2.6.2. A hiperkoleszterinémias (HC) nyul modell

Az alimentaris koleszterin-bevitel novelése a nyulakban mint novényevd allatokban
rovid idé alatt hiperkoleszterinémiat ¢és ateroszklerdzist o0koz, annak kardialis
kovetkezményeivel egyiitt [125]. A modell transzlacios értékérdl — ateroszklerozis tekintetében
— pro és kontra érvek egyarant felsorakoztathatok. Habar a nyul evolucidsan nincsen
felkésziilve a exogén koleszterin kitiritésére (extrém magas értékek is elérhetéek), a koleszterin-
haztartasért felelds transzporterek és apoliporoteinek nagy homologiat mutatnak az emberével
[125]. A kardialis hatasok tekintetében a helyzet egyértelmiibb, a nyal miokardium strukturaja,
a szivciklus, az ingerképzésért és vezetésért felelds ioncsatornak szerkezete sokkal kozelebb

allnak az emberéhez, mint a kis ragcsaloké. Tovabbi hasonlosag, hogy p-miozin nehéz lanc
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dominans a felndtt allatok miokardiumaéban, valamint hogy a Ca?*-eliminacidért diasztoléban
70%-ban a SERCA, 30%-ban a Na?*/Ca?* exchanger felel, csakiugy, mint emberben [113].
Megjegyzendd, hogy a rezerv-kapacitas azonban kicsi, igy terheléses tolerancia nyulon kevésbé
vizsgalhato.

Szamos tanulmany foglalkozik a kiilonb6z6 koncentracioban és kiilonboz6 ideig
alkalmazott aterogén étrend hatasaival. Mar egészen kevés, 0,15-0,25 % koleszterint és
hozzaadott trigliceridet tartalmaz6 étrend szignifikans valtozasokat indukal (az aortaivben és a
torakalis aortdban makrofag-credeti habos sejteket tartalmazo plakkok intimalis
megvastagodassal, koronaria-ateroszklerozis simaizomsejt-proliferacioval, habos sejtekkel és
nektrotikus részekkel) [126]. A hiperkoleszterinémia az endothel-fiiggd vazorelaxaciot
karositja, csokkenti a NO-bioelérhetéségét, noveli a ROS-produkciodt is [48]. A masik véglet a
magas, 2% koleszterint tartalmaz6 tap tobb honapos alkalmazasa, mely elérehaladott 1ézidkat,
igen stlyos ateroszklerozist, miokardialis infarktust, sztrokot, szisztolés elégtelenséget okoz
[127]. A koztes kezelési modok koziil leggyakoribb a 0,5-1% koleszterint tartalmazo diéta
alkalmazasa, 8-20 héten keresztiil, az id6 elorehaladtaval a kardiovaszkularis karosodas
progredial. EKkor az ateroszkler6zis mar manifeszt, atmeneti iszkémia alakulhat ki, ugyanakkor
szisztolés funkciok nem, vagy csak kévésbé karosodottak, a diasztolés diszfunkcid viszont mar
kifejezett (relaxacios zavar és toltonyomas-emelkedés), tovabba hipertrofia jelentkezhet [128,
129]. A hiperkoleszterinémia mind emberben, mind allatmodellekben aorta-sztenozissal is
egylitt jar. Nyul modellen a kisérletes ateroszkler6zis az aortabillentyii stlyos sztenozisat
okozza (megvastagodas, makrofag infiltracio és mineralizacio is megjelenik) [130]. Ez a
szivizomra haté utdterhelés mértékét jelentésen fokozza, nagyban hozzajarulva a kardialis
diszfunkci6 és hipertréfia kialakuldsdhoz [111]. Igy a HC nyul modell az ateroszklerézis és
ISZB vizsgalatan kiviil a kovetkezményes kardialis diszfunkcio vizsgalatara is alkalmazhato,

természetesen a limitaciok és korlatok figyelembevételével.
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2.7. Célkitiizések

A fentiek alapjan munkank soran az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. A 2-es tipusu diabétesz mellitusz soran kifejl6do kardialis diszfunkcio értékelése Goto-
Kakizaki patkanymodellen, valamint a BGP-15 gyogyszerjelolt kardiovaszkularis hatasainak

Osszehasonlitasa ismert, pleiotrop hatasa antidiabetikumokkal.

A modellvalasztas alapja, hogy a Goto-Kakizaki non-obez patkanymodellen a diabétesz
kardialis hatdsai az egyéb befolyasold rizikotényezok nélkiil vizsgalhatoak. Kisérleteinkhez
Wistart kontroll, diabéteszes GotoK, valamint BGP-15-, metformin- és pioglitazon-kezelt
GotoK allatokat alkalmaztunk; echokardiografiaval vizsgaltuk a szisztolés és diasztolés
paramétereket, értékeltilk az endothel-fiiggd vazorelaxaciot, illetve monitoroztuk a PKG
utvonal aktivitasait a VASP protein foszforilacidjan keresztiil, tovabba meghataroztuk a
SERCAZ2a, foszfolamban és PDE9A proteinek expresszidjat.

2. Az ateroszkler6zis talajan Kialakult kardilis diszfunkcié részletes echokardiografias
leirasa hiperkoleszterinémias CAL-NZW nyul modellen, az endothel-fiiggé vazorelaxacio és a
CGMP-PKG-PDEO9A jelatviteli titvonal vizsgalataval.

A modellvalasztas alapja, hogy a nyal modell szivének ¢lettani sajatsagai a Kis
ragcsalokénal jobb hasonlosagot mutatnak az emberével, tovabba, nytlban a kisérletes
hiperkoleszterinémia igen gyorsan manifeszt ateroszklerdzist és kardialis diszfunkciot indukal.
A vizsgalatokhoz egészséges kontroll és aterogén étrenden tartott (HC) nyulakat hasznaltunk
fel, majd hagyomanyos-, Doppler- és STE echokardiografiaval értékeltiik a szivfunkciot,
meghataroztuk az endothel-fiiggd vazorelaxaciot, vérvételt és szovettani festéseket végeztiink,
tovabba monitoroztuk a cGMP-PKG jelatviteli utvonal aktivitasat, végiil a VASP és PDE9A

fehérjék expressziojat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1.  Allatmodellek és kisérleti elrendezés
3.1.1. A Goto-Kakizaki diabéteszes patkdanymodell

A patkanymodelleken végzett vizsgalatokhoz Goto-Kakizaki altérzsb6l szarmazo
diabéteszes allatokat, kontrollként pedig ennek hatteréb6l, a Wistar torzsbél szarmazd
egészséges patkanyokat hasznaltunk. A patkanyokat a Charles River Laboratories Inc.
disztributoratol, az AnimalLab Kft-t6l szereztik be (Vac, Magyarorszag). Az allatok
beérkezésiikkor 12 hetesek voltak, mindegyikiik him. A kezelések megkezdése eldtt 2 hét
akklimatizacidés i1d6t biztositottunk. A patkanyokat a hatalyos eldirdsoknak megfeleléen
forgaccsal naponta almozott, kornyezetgazdagitott ketrecekben helyeztiik el, egy ketrecben 3-
4 allatot tartva. Az allathazban alland6 homérsékletet és 12-12 oras sotét-vilagos periodusokat
biztositottunk, az allatoknak szabad hozzaférésiik volt a standard ragcsalotaphoz és ivovizhez.
Az Eurdpai Uni6 2010/63/EU azonositoszamu eldirasanak megfeleléen minden allat humanus
banasmodban részesiilt, kezelésiiket és a kisérleti procedurdkat megfeleld szakképesitéssel
rendelkez$ személyzet végezte, a tanulmanyt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsdga 25/2013 DEMAB szammal vette nyilvantartasba, valamint a Hajdu-Bihar Megyei
Mezdgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi

Igazgatosaga engedélyezte.

3.1.2. A Goto-Kakizaki patkanymodell-tanulmany kisérleti protokollja

A 12 hetes GotoK ¢és Wistar patkanyokat beérkeztetésiik utan 2 héttel random modon 5
alcsoportra osztottuk (n=6/csoport): (I) egészséges Wistar (Kontroll) csoport, vivéanyag-
kezelés; () GotoK diabéteszes csoport, vivoanyag-kezelés (,,hatoanyaggal kezeletlen
csoport”); (I11), GotoK+BGP15 csoport, napi 10 mg/ttkg peroralis BGP-15-kezelés; (1V)
GotoK+MET csoport, napi 100 mg/ttkg peroralis metformin-kezelés; (V) GotoK+P10 csoport,
napi 10 mg/ttkg peroralis pioglitazon-kezelés. A kezelések megkezdése el6étt az allatok
farokvénajabol vért vettiink a szérum gliikoz- és inzulin-szintek meghatarozasahoz. Az allatok
sulyat minden héten lemértiik a pontos hatdéanyag-dozisok kiszamitasahoz. A kezeléseket oralis
szondazassal (,,gavage”) végeztiilk, minden reggel, 12 héten keresztiil. A végpontban vért
gyljtottiink a farokvénabol, majd echokardiografias vizsgalatot végeztiink. Ezutan mély
(100/10 mg/ttkg) ketamin-xylazin anesztézia alatt thoracotomiat végeztiink, a szivet
kimetszettiik, Ca?*-mentes Krebs-oldatban feldaraboltuk, majd a pitvarokat és kamrakat
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azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -80 °C-on eltaroltuk. A kimetszett aorta
thoracicat jéghideg Krebs-oldatban szallitva rogton felhasznaltuk az ex vivo endothel-fiiggd

vazorelaxacio vizsgalatahoz. A protokollt az 5. abra fels6 panelje szemlélteti.

3.1.3. A hiperkoleszterinémids (HC) nyul modell

A kisérletek masodik fazisahoz 2700-3000 g sulyu, 20 hetes him nyulakat hasznaltunk
fel, melyeket a Jurasko Kft-t61 (Debrecen) szereztiink be. Az altalunk felhasznalt nyulak a New-
Zealand fehér (NZW) és a Kaliforniai (CAL) fajtak keresztezésébdl szarmaztak, emiatt a
szokasosan hasznalt New-Zealand fajtdhoz képest eleve nagyobb testzsirszazalékkal
rendelkeznek, illetve hizékonyabbak [131]. Mivel a kisérleteinknél elsédleges cél volt a
koleszterin-értékek emelése, feltételeztiik, hogy ezen nyulfajta hasznalata elényosebb lehet,
mint a hagyomanyosan hasznalt New-Zealand allatok bevonasa. A nyulakat standardizalt
koriilmények kozott, eldirt méretii és kialakitast ketrecekben tartottuk, 12-12 oras vilagos-sotét
periddusokkal, és a mérések megkezdése elott 2 hét akklimatizacids idészakot biztositottunk
szamukra, amely alatt normal ragcsalotapot és csapvizet kaptak ad libitum. A Kontroll csoport
normal ragcsalotapot kapott (6sszetétele: 15,51 % fehérje, 3,9 % zsir, 17,51 % élelmi rost, 0,90
% kalcium, 0,66 % foszfat, 25,02 mg/kg A-vitamin, 0,18 % s6), mig a hiperkoleszterinémias
(HC) csoportot ,,aterogén” diétara allitottuk. Az Gn. aterogén ragcsalotap a normal taphoz
képest 1 % hozzaadott koleszterint és 1 % hozzaadott telitett zsirt tartalmazott, melyet a
Debreceni Egyetem Gyogyszertechnologiai tanszékének kisiizemében allitottunk el6, a normal
dusitasaval és tap re-granulalasaval. Az egyes egyedeket a fiil bels6 oldalara a tenyészt6 altal
tetovalt egyedi azonositoszam alapjan tudtuk megkiilonboztetni. A laboratoriumi allatok
humanus banasmodban részesiiltek, tovabba az Gsszes kisérletet a 2010/63/EU iranyelvvel,
valamint a ,,Principles of Laboratory Animal Care” eldirasaival dsszhangban végeztik, és
azokat a Hajdu-Bihar Megyei Mezbégazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerldnc-
biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosaga engedélyezte (25/2013 DEMAB; 2014 januér
29.).

3.1.4. A nyulmodell-tanulmany protokollja

Az allatokat a beérkezésiik utdn 2 héttel (akklimatizacio), véletlenszerlien 2 csoportra
osztottuk: A Kontroll (I) csoport (n=9) normal ragcsalotapot kapott; a HC (I1) csoport (n=9)
pedig aterogén tapot, 4 honapon keresztiil. Az allatok sulyat a kezdeti- és a végpontban is

regisztraltuk (0. és 16. hét). A végpontban vérvétel tortént az allatok marginalis fiilvénajabol,

majd echokardiografias vizsgalatot végeztiink. Ezutan ,mély” anesztézia alatt (ketamin-
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xylazin, 100/10 mg/ttkg) thoracotomiat végeztiink, majd szervmintakat izolaltunk Ca*-mentes
Krebs-oldatban (sziv, bal kamra, aorta thoracica, vese, tiidd), morfometriai vizsgalatokhoz. Az
aorta thoracicat kimetszettiik, a felsé szakaszat 4%-0s formalin-oldatban eltaroltuk, az alsdbb
szakaszt pedig jéghideg Krebs-oldatha helyeztiik, majd azonnal felhasznaltuk az ex vivo
vaszkularis mérésekhez. A bal kamrat folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottuk a késébbi

molekularis biologiai mérésekhez. A protokollt az 5. ébra als6 panelje szemlélteti.

[5 csoport létrehozdsa 12 hét kezelés [ Vérvétel és

Sulymérés, vérvétel echocardiografia

* Wistar ¢ Naponta oralis e Vaszkularis

| *GotoK szondazas: mérések
* GotoK+BGP15 «Vivéanyag * Western blot
* GotoK+MET *Hatbanyag
* GotoK+PIO

Vérvétel és
echocardiografia

| 2 csoport Iétrehozésa 16 hét kezelés

Stlymérés

eKontroll eNormal tép . Va'sz!(uliris
s mérése
e .A.themgen * Western blot
tap ¢ ELISA
* Szovettan

5. abra: Kisérleti elrendezések. A diabéteszes patkdnyokon végzett
tanulmany soran 5 kezelési csoportot hoztunk 1étre, 12 hét utan végeztiik a végponti
vizsgalatokat (fels6 panel). A nyalmodell-kisérlet soran 2 kezelési csoportot

alkottunk, és 16 hét elteltével végeztiik el a végponti méréseket (also panel).

3.2.  Felhasznalt anyagok és vegyszerek

Minden reagens, alapanyag, antitest, so ¢és pufferoldat, melyeket a Western blot
vizsgalatok, szovettani festések és assay-k soran hasznaltunk, a Sigma-Aldrich-Merck
(Darmstadt, Németorszag) vagy az Abcam (Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) beszallitoktol
érkezett.

Az ex vivo vaszkularis vizsgalatokhoz norepinefrin-hidrokloridot (Arterenol®), acetil-
kolin-kloridot és adenozin 5’-trifoszfat-hidratot, valamint modositott Krebs-puffert
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hasznaltunk. A Krebs-oldat 6sszetétele: 118 mmol/l NaCl, 4,7 mmol/l KCI, 2,5 mmol/l CaCly,
1 mmol/l NaH2PQOg4, 1,2 mmol/l MgClz, 24,9 mmol/l NaHCOs3, 11,5 mmol/l gliikéz, és 0,1
mmol/l aszkorbinsav; bidesztillalt vizben oldva és karbogén gazzal szelldztetve. A vaszkularis
vizsgalatokhoz hasznalt gyogyszerhatdoanyagokat ebben a pufferben oldottuk fel vagy
higitottuk Ki.

A szervmintakat (aorta, szivizom, vese, maj) CaClo-mentes Krebs-pufferben izolaltuk a
tovabbi felhasznalashoz.

A Goto-Kakizaki allatok kezeléséhez felhasznalt metformin-hidrokloridot és
pioglitazon-hidrokloridot, valamint a BGP-15-6t (O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-propil)-
nikotinsav-amidoxim, vagy IUPAC szerint: N-[2-Hydroxy-3-(1-piperidinyl)propoxy]-3-
pyridine- carboximidamide dihydrochloride) Sigma-Aldrich-Merck Kft-t6l (Darmstadt,
Németorszag) szereztilk be (6. abra). A Az oralis szondazashoz (,,gavage” technika) a
hatéanyagokat hidroxietil-celluloz nyak és desztillalt viz 1:5 elegyében oldottuk fel, minden
kezelés elott, frissen.

A fehérje-izolalashoz és Western blothoz, valamint az egyéb technikakhoz felhasznalt
vegyszerek, pufferoldatok és antitestek a megfelelé modszerhez tartozo fejezetekben keriilnek

ismertetésre.

NH. OH

6. abra. A hidroximsav-szarmazék BGP-15 szerkezeti képlete (sajat abra;
késziilt: ChemDraw Ultra ver.12. szoftver, CambridgeSoft, Perkin Elmer,
Waltham, Massachusetts, U.S.). A bazis 2 mol sosavval kristalyosodik (* 2 HCI, az

abran nincs feltiintetve).

3.3. Morfometria, vérvétel és metabolikus paraméterek meghatarozasa

A patkanyok sulyat hetente lemértiik, a pontos hatéanyag-dozisok kiszamitasa végett (0.-
12. hét). A kezdeti- és végpontban, egy ¢éjszakan at tartd €heztetés utan a farokvénabol vérvétel
tortént, majd a szérum gliikozt Accu-Chek vércukormérdvel (Roche Diagnostics, Risch, Svajc)
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hataroztuk meg. A maradék mintat 4 °C-on, 2 percig 10000 rpm-en centrifugaltuk, a plazmat
lefagyasztottuk és -80 °C-on eltaroltuk. A plazma inzulin szintet radioimmunoassay (RIA)
kittel hataroztuk meg (RK-400CT, Magyar Tudomanyos Akadémia Izotopkutatd Intézet). A
HOMA-IR indexet (Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance) az alabbi képlettel
hataroztuk meg: HOMA-IR = ¢homi inzulin (uIU/ml) x ¢homi gliikkoz (mmol/ml)/22,5; mig
bétasejt funkciot (HOMA-B index) a kovetkez6 formulaval: HOMA-B = 20 x ¢homi inzulin
(WIU/ml)/éhomi gliikkoz (mmol/ml) — 3,5 [132].

A masik kisérletsorozatban a nyulak sulymérését a kezdeti és a végpontban végeztiik el
(0., 16. hét.). A 16. hét leteltével egy éjszakan at tartd éheztetés utan vért vettiink a marginalis
fiillvénabol Vacutainer Plast SSTII csovekbe (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, USA). A szérum lipid- és inzulin-szintek, majenzimek és egyéb markerek meghatarozasa a
Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetének jovoltabdl tortént. Az inzulin szintet
Liaison XL DiaSorin platformon (DiaSorin Inc., Stillwater, MN, USA) hataroztak meg. A t6bbi
,futin” paramétert Roche Cobas Integrated Platform (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszag) rendszer segitségével mérték. A meghatarozott lipidparaméterek: 0ssz-
koleszterin (TChol), low-density lipoprotein (LDLc), high-density lipoprotein (HDLc),
apolipoprotein A és B (ApoA ¢és ApoB), valamint triglicerid (TG). Majenzimek: aszpartat-
transzaminaz (AST) és alanin-transzaminaz (ALT). Egyéb markerek: kreatinin, troponin T,
kreatin-kinaz MB izoforma (CK-MB) és C-reaktiv protein (CRP). Az aterogén-index (6ssz-
koleszterin/HDLc) és ApoB/ApoA arany kiszamitasat is elvégeztiik. A szérum NT-pro-BNP-t
,sandwich electrochemiluminescence immunoassay” (ECLIA) moddszerrel hataroztak meg,
Roche Cobas Integrated Platform segitségével.

A nyul-kisérlet végpontjaban mély anesztézia alatt (ketamin/xylazin, 75/5 mg/ttkg)
végzett thoracotomia utan a szivet izolaltuk, tomegét lemértiik, majd a papillaris izmok
magassagaban elmetszettiik, az apikalis részt 4%-0s formalin-oldatba helyeztiik, a bal kamra
egy darabjat (mindig ugyanazon régiobol) pedig azonnal lefagyasztottuk folyékony
nitrogénben, és -80 °C-on eltaroltuk a késdbbi molekularis bioldgiai technikakhoz. A vese- és
tiidomintak tomegét lemértiik (nedves tomeg), majd szaritoszekrényben 60 °C-on egy éjszakan
at teljesen kiszaritottuk, és a tomegiiket Gjra lemértiik (szaraz tomeg). Az aorta thoracica felsébb
harmadat 4 %-o0s formalinba helyeztilk a késobbi szdvettani festésekhez. A jobb tibiat
kimetszettiik, megtisztitottuk, majd a hosszat (cm) lemértiik, igy az egyes szervek tomegét — a

testtomeg mellett - tibia-hosszra is tudtuk normalizalni.
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3.4. Echokardiografia

Az transztorakalis echokardiografias képalkotast (TTE) GE Vivid E9 ultrahang-
késziilékkel végeztiik (GE Healthcare, New York, USA) mindkét allatmodell esetében, azonban
mas-mas transzducerrel és beallitasokkal. A patkanymodell vizsgalatahoz i13L tipust, un.
linearis transzducert hasznaltunk, 14 MHz frekvencian. A patkanyokat el6zetesen elboditottuk
ketamin-xylazin kombinacioval (i.m., 50/5 mg/ttkg), majd a mellkasi szorzetet elektromos
sz6rnyirdval eltavolitottuk, és az allatokat haton fekvo helyzetbe pozicionaltuk. A nytl modell
esetében 12S-D ,,szektor” tipusu transzducert hasznaltunk 12 MHz frekvencian. Az anesztéziat
ketamin-xylazin kombinaciéval végeztik (i.m., 35/3 mg/ttkg), a sternalis szdrzetet
eltavolitottuk, és az allatokat oldalt fekvd helyzetbe helyeztiik. Ett6l a ponttdl a két
allatmodellen ugyanazt a képalkotasi protokollt kovettiik, 6sszhangban az American Society of
Echocardiography ajanlasaval [78, 133]. Elsoként parasternalis hossztengelyi metszetben
(PLAX) 2D ¢és M-mod echokardiografiaval vizualizaltuk az aortat és a bal kamrat, valamint a
pitvart. A papillaris izmok magassagaban M-madd felvételt készitettiink a falvastagsagok és a
bal kamra iiregének meghatarozasahoz szisztoléban és diasztoléban (bal kamrai hats6 fal
vastagsaga, interventrikularis szeptum vastagsaga, bal kamra belsé atméréje, frakcionalt
rovidiilés és ejekcios frakcid meghatarozasa). Az aortagyok folott lemértiik az aorta &tmérdjét,
majd a pitvart a legnagyobb szélességénél. Ugyanezeket a felvételeket rovid tengelyi nézetbdl
(SAX) is elkészitettiik a pontosabb meghatarozas végett. Ezutan apikalis 4 iiregli metszetbdl
lemértiik a mitralis billentyli szisztolés kitérését (mitral annular plane systolic excursion:
MAPSE), majd Doppler médban (pulsatile wave: PW) a mitralis bearamlasi sebességgorbéket.
Ebbdl a metszetbdl szoveti Doppler technikaval (tissue Doppler imaging: TDI) meghataroztuk
a lateralis és a szeptalis anulusok mozgasi sebességét is a diasztolés funkcio értékelésére. A bal
kamrai kiaramlasi traktus (left ventricle outflow tract, LVOT) sebesség- és nyomasgradienseit
is meghataroztuk a Doppler technika alkalmazasaval. A nyul modell esetében apikalis
metszetekbdl 5 szivciklusnyi mozgoképet rogzitettiink a megfelel6 frame rate-en, majd offline,
az STE technika alkalmazasaval Globdlis Longitudinalis Strain-t (GLS) hataroztunk meg, a
kamrafal szegmenseinek manualis kijelolése utan.

Az adatokat merevlemezen eltaroltuk, majd EchoPAC PC szoftver (ver. 112, GE
Healthcare, New York, USA) segitségével elemeztiik. Néhany paramétert utdlagos szamitasok
segitségével szarmaztattunk. TDI felvételekb6l nyert adatokbol Tei-indexet szamitottunk a
kovetkezo képlettel: Tei index = IVRT+IVCT/ET; amely a bal kamrai globalis teljesitményt
jellemzi [134]. A bal kamra tomegét az alabbi egyenlet segitségével kalkulaltuk: LVmass =
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0.8(1,04((LVIDd + IVSd + LVPWd)3 * LVIDd?))) + 0.6; ahol LVIDd: bal kamrai végdiasztolés
atmérd, 1IVSd: interventrikularis szeptum atméréje diasztoléban, LVPWd: bal kamrai posterior
fal vastagsaga diasztoléban. A bal kamrai remodellacid geometriajat a relativ falvastagsag
(relative wall thickness, RWT) szamitasaval becsiiltiik meg: RWT = 2(LVPWd)/LVIDd; ahol
a megnovekedett RWT koncentrikus remodellaciot feltételez [78]. Az eredményeket tablazatos

Osszefoglalas utan statisztikai program segitségével értékeltiik.

3.5. Vaszkularis mérések

A vaszkularis funkciés méréseket thoracotomiat kovetéen végeztik el mindkét
allatmodell esetében. A Kkisérletek végpontjaban az allatokat i.m. ketamin-xylazin
kombinacioval (patkany: 100/10 mg/ttkg; nyul: 75/5 mg/ttkg) mély anesztézia ala helyeztiik,
majd a mellkast feltartuk (3.1. fejezet). A sziv kimetszése utan az abdominalis aorta proximalis
részét azonnal jéghideg Krebs-oldatba helyeztiik, majd 2 mm vastagsagt gytiriiket készitettiink
(minden allat esetében 4 gyiirit). Az érgyliri preparatumokat 10 mN el6feszitéssel egy rugos
erdmér6 miiszerhez kotoztik egy 10 ml-es, Krebs-puffert tartalmazé szervkadban
(Experimetria TSZ-04, Experimetria Kft, Budapest), melyet karbogén gazzal szell6ztettiink
(95% O2 és 5% CO; elegye, 36 °C; 7,4-es pH-n). Az érgylrli izomkotegeinek izometrikus
kontraktilis erejét transzducer (Experimetria SD-01) és rugos eréméré (Experimetria SG-01D)
segitségével mértiik, és poligrafon (Medicor R-61 6CH Recorder, Budapest) regisztraltuk.

Egy 60 perces inkubacios periodust kovetden noradrenalin (NA) koncentracio-hatas
gorbét vettiink fel (0,1 nmol/l — 1 pumol/l-ig), és meghataroztuk a félhatasos koncentraciot
(ECs0). Ezt kdvetden egy 60 perces mosasi periddus kovetkezett, majd ujra noradrenalit adtunk
a rendszerhez, éppen a félhatasos koncentracioban. Miutan a kontraktilis eré stabilizalodott
(pre-kontrahalt allapot), acetil-kolin (Ach) koncentracié-hatas gorbét vettiink fel (0,1 nmol/l —
1 mmol/l-ig), az endothel-fiiggd vazorelaxacio mértékének meghatarozasahoz (az eljaras
¢lettani alapja, hogy acetil-kolin az eNOS aktivalasaval NO-t szabadit fel az endotheliumbol).
Mosas utan tja noradrenalin-prekontrakcio kovetkezett, majd ATP koncentracid hatas-gorbét
(0,1-100 umol/l) is folvettiink (csak a nytlmodell esetében).

Az egyes allatokbdl szarmazo érgyirik adatait atlagoltuk. A noradrenalin hatasat a
kontraktilis er6 novekedésében mértiikk (az 10 mN eléfeszitéshez képest). Az Ach és ATP
hatasat az eredeti fesziilés (NA prekontrakcid) szazalékos valtozasaban fejeztiik ki és

abrazoltuk.
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3.6. Szovettani festések

Szovettani festéseket a hiperkoleszterinémias nyal modell kisérletek soran végeztiink. A
4%-0s formalin-oldatban fixalt aorta-mintakbol paraffinba agyazas utan 7 um vastagsagi
metszeteket készitettiink, melyeket targylemezre helyeztiink a HE-festéshez. Deparaffinalas
utan (xilol, majd alkohol-sor), 15 masodperce hematoxilin-oldatba helyeztiik a metszeteket,
majd differencialas (10 perc csapvizes mosas) utan 0,1%-0s eozinoldattal és 1 csepp 2%-0s
ecetsavval 4 percig inkubaltuk. 96%-0s etanolos 6blités utan a metszeteket viztelenitettiik
abszolut alkoholban, majd feddlemezzel lefedtiik. Az intima és media vastagsaganak
fénymikroszkop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Németorszag), illetve morfometrias
szoftver (Scion Corp., Torrance, CA, USA) segitségével torténd meghatarozasa utan
intima/media aranyt hataroztunk meg.

A fibrotikus szovetek kimutatdsosdhoz a miokardium-mintakon Masson’s trichrome
festést alkalmaztunk, a gyarté (Sigma-Aldrich) protokollja szerint. Roviden: deparaffinalas
utan (xilol, majd alkohol-sor) utan Bouin’s oldatan refixaltuk a metszeteket (7 um), majd 10
perces csapvizes mosas kovetkezett, ezutan vas-hematoxillinnal 10 perces inkubalas és tjra
csapvizes mosas. Ezt kovetéen 10 percig Biebirch (savas fukszin) festékben 10 perc inkubalas,
mosas, majd differencialas kovetkezett egy specialis savban (foszfor-molibdén/foszfor-
wolfram-sav). A kollagén kék szinét ezutan anilin-kék festék és 1%-0s ecetsav hozzaadasaval

értiik el. Végiil a metszeteket viztelenitettiik abszolut alkoholban, majd lefedtiik.

3.7. Western blot vizsgalatok

A Western blot analizisket mindkét allatmodell esetében bal kamrai miokardiumbol
izolalt fehérje-mintakon (300 mg) végeztiik el, tovabba — a nytalmodell esetében — aorta
thoracica mintakat (100 mg) is felhasznaltunk (csak a PDE9A expresszidjanak méréséhez). A
fehérje-izolalashoz a mélyfagyasztott szovetekbdl késes homogenizator (T10 basic Ultra-

Turrax, IKA, Németorszag) és proteaz-inhibitort tartalmazoé standard homogenizalo puffer

crer

crer

készitettink és  abszorbancia-koncentraci6  standard  egyenest vettink fel. A
homogenizatumokbdl Laemmli-puffer hozzaadasaval készitettiik el a végleges, vizsgalandd
izolatumokat. A mintakat 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen elektroforézissel szeparaltuk (120

V, 70-90 perc), majd a géleket nitrocelluloz membranra transzferaltuk (100 V, 90 perc). A
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membranok szabad kothelyeit 120 percig TBS-T (tris-buffered saline: Trisz(hidroximetil)-
aminometan hidroklorid séja (Tris-HCI), NaCl és Tween®-20 elegye) puffeben feloldott 5%-
0s BSA-ban blokkoltuk, majd a kérdéses fehérjének megfeleld primer antitestekkel 4°C-on egy
¢jszakan at inkubaltuk. A primer antitesteket (egérben, vagy nyulban termeltetett) a Sigma-
Aldrich-Merck (Darmstadt, Németorszag) és az Abcam (Cambridge, Egyesilt Kiralysag)
gyartoktol szereztilk be. A primer antitestek a kovetkezd fehérjékre voltak specifikusak:
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH), foszfodiészteraz 9A (PDE9A), Protein Kinaz
G (PKG), vazodilator-stimulalt foszfoprotein (VASP), S¢?3%foszfo-vazodilator-stimulélt
foszfoprotein 16C2 klon (pVVASP), szarko/endoplazmatikus retikulum ATPaz 2a (SERCAZ2a),
foszfolamban (PLB), S¢®foszfo-foszfolamban (pPLB). A foszforilalt fehérjéket detektald
primer antitestekbdl azokat valasztottuk, melyeknél a gyart6 garantalta, hogy kizarolag az adott
aminosavon foszforilalt fehérjét ismeri fel, a teljes, foszforilalatlan format nem. Az antitesteket
a beszallito altal javasolt koncentraciokban, tipikusan 1:1000 — 1:5000 higitasban alkalmaztuk.
A protokoll masodik napjan 3*15 perc TBS-T mosas utan a membranokat a megfelel6 (anti-
egér, vagy anti-nyal) szekunder, HRP-konjugalt (horse-raddish peroxidase, tormaperoxidaz
enzim-kapcsolt) antitestekkel (1:10 000) inkubaltuk 90 percig, 3% BSA-t is tartalmazé TBS-T
pufferben. Mosast kovetéen 3 ml ECL-szubsztratot (Enhanced Chemiluminescent Substrate)
csepegtettiink a membranokra (2 percig), mely a tormaperoxidaz hatasara fényt emittal, igy az
egyes jelolt proteinek detektalhatova valtak C-Digit® blot szkenner és Image Studio Digits ver.
5.2. szoftver (LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) segitségével. Az egyes fehérjék expresszios
szintjét a detektalt fény intenzitasabol szarmazo pixel-denzitas jelezte. Denzitometrias analizis
utan a keresett fehérjék képének pixel-stiriségét minden minta esetében a megfeleld, azonos
mintabol szarmazo haztartasi-fehérje, a GAPDH pixel-denzitasara normalizaltuk. Az adatokat

3 megismételt kisérletbdl atlagoltuk, majd statisztikailag elemeztiik és abrazoltuk.

3.8.  Miokardialis cGMP-szint meghatarozasa immunoesszével

A miokardialis cCGMP-szintet a nytl modell esetében tudtuk meghatarozni, bal kamrai
mintakbol, direkt kompetitiv immunoesszé segitségével (Abcam, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag). A modszerhez a gyarté altal biztositott standard cGMP-bol higitasi sort
készitettliink, és a miokardium-mintakat 0,1 M-0S s6savban homogenizaltuk. A méréseket G-
proteinnel bevont (antitestet k6td), specialis 96-tiregii plate-en, spektrofotométer segitségével
végeztiik. A modszer kompeticion alapul, a mintaban talalhato ismeretlen mennyiségii CGMP
verseng a hozzaadott standard HRP-konjugalt cGMP-vel, a cGMP-specifikus antitest szabad
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kotohelyeiért. Kimosas és HRP-szubsztrat hozzaadasa utan az optikai denzitast 450 nm-en
leolvasva (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag), az abszorbancia
duplikalva végeztiikk el, majd az adatokat atlagoltuk, és a gyartd altal megadott egyenlet

segitségével ,,pmol/mg szovet”-ben fejeztiik Ki.

3.9.  Statisztikai szamitasok és abrazolas

A tablazatokban és az abrakon a leolvashato adatokat atlag=SEM-ben (standard error of
the mean) adtuk meg. Az adatokat elséként normalitas-vizsgalatnak vetettiik ala (D’ Agostino-
Pearson omnibus normalitas-teszt). Ha csak 2 csoportot hasonlitottunk &ssze (nyalmodell-
kisérletek) kétmintas, paratlan t-probat (Student ’s t-test) alkalmaztunk, illetve, ha az adatok nem
normal-eloszlast kovettek, Mann-Whitney tesztet hasznaltunk a kiilonbségek megallapitasara.
A tobb csoport dsszehasonlitasat igénylo statisztikai elemzésekhez (patkanymodell-kisérletek)
a kis elemszam (n = 6) miatt Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk, Dunn’s post-hoc analizissel.
A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p értéke 0,05-nél kisebb, tovabba, a *-
ok szamaval jeleztiik a szignifikancia szintjét a kontrollhoz képest (illetve #-tel a kezeletlen
beteg csoporthoz képest), ahol: *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; és ****: p < 0.0001.

(A jelolési modok magyarazata az egyes abrak fiilszovegében is megtalalhatd.)
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4. Eredmények

4.1. A Goto-Kakizaki patkanymodell-kisérletek eredményei
4.1.1. Metabolikus paraméterek

A kontrollként hasznalt Wistar, és a diabéteszes Goto-Kakizaki patkanyok testsuly-
véaltozasa, az ¢homi gliikoz- és inzulin szintek!, tovdbba az inzulin-rezisztencia
meghatarozasara szolgald HOMA-IR index az 3. tablazatban és a 7. abran lathatdéak. A
véletlenszerli csoportbaosztas ellenére a GotoK allatok (kiilondsen a GotoK+MET csoport)
kezdeti testtomege alacsonyabb volt a korban illesztett Wistar kontroll allatokénal, az irodalmi
adatokkal egyezden [135]. A metformin-kezelt allatok testsulya gyarapodott a legkisebb
mértékben a kezelések végére (12. hét), mig a pioglitazon-kezelt patkanyok sulya nott
leginkabb, igy a végpontra ezen két csoport allatainak tomege szignifikansan eltért (7. abra).
Az ¢homi plazma-gliikkoz minden GotoK éllatban emelkedett volt a Wistar kontrollhoz képest,
tovabba, habar minden antidiabetikum csokkentette a gliikkoz-szintet, csak a pioglitazon-kezelt
allatok értékei mutatkoztak szignifikansan alacsonyabbnak a GotoK csoportéhoz viszonyitva.
A GotoK allatok HOMA-IR indexe szignifikdnsan ndtt a Wistar kontroll csoport HOMA-IR

értékéhez képest, mely inzulin-rezisztenciat jelez.

Ehomi gliikéz Ehomi inzulin Kezdeti testtomeg Végponti
(mmol/l) (WIU/ml) (9) testtomeg (g)
Wistar 6,280+0,4283 5,850+0,1323 407,843,798 539,8+22,45
GotoK 13,62+0,6256* 12,53+3,292 313,8+4,070* 374,0+6,266*
GotoK+BGP15 10,92+0,5607 12,30+3,793 318,3+5,566 383,849,024
GotoK+MET 11,20+1,002 12,82+4,104 312,7+5,655* 361,7+12,27*
GotoK+PI1O 7,880+0,3121# 14,83+2,768 316,3+3,658 411,3+£10,40

3. tablazat. A Wistar és a GotoK patkanyok teststilya és éhomi gliikdz- és
inzulin plazmaszintjei. A GotoK diabéteszes allatok plazma gliikkoz szintje
emelkedett volt, a pioglitazon-kezelt allatok gliikkoz értékei szignifikansan
csokkentek a kezelések végére. Az adatok atlag SEM-ben vannak megadva,
n=6/csoport, Kruskal-Wallis teszt, Dunn’s post-hoc teszttel. *: vs. Wistar; #: vs.
GotoK (p < 0,05)

1 Az inzulin-szint és HOMA-IR meghatdrozdsa tarsszerzék (N.J., B.M.) munkdja, a t6bbi adat sajat eredmény
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7. abra. Metabolikus paraméterek. Az ,,a” panel az allatok testsulyanak
valtozasat szemlélteti a kezdeti- és végpont (0. és 12. hét) kozott. A pioglitazon-
kezelt patkdnyok testtomege gyarapodott a legnagyobb mértékben. A ,,b” panel a
HOMA-IR indexet szemlélteti, jol lathatd, hogy a GotoK allatok inzulin-
rezisztensek voltak. Az adatok atlag SEM-ben vannak megadva, n=6/csoport,
Kruskal-Wallis teszt, Dunn’s post-hoc teszttel. A *-ok szignifikancia szintjét jelolik
(vs. Wistar); *: p < 0,05; **: p<0,01.

4.1.2. Endothel-fiiggé vazorelaxacid

Az izol4lt aortakon végzett kisérletek eredményei a 8. abran lathatoak?. A Wistar 4llatok
elofesziilés mértékében mintegy 50 %-os csokkenést okozott. A GotoK csoport allataiban
csokkent az acetil-kolin altal el6idézett vazorelaxacio (mintegy 25 %) a Wistar allatokhoz
viszonyitva, de ez nem ¢érte el a szignifikancia szintjét az alkalmazott koncentracio-
tartomanyban (valosziniileg a kis elemszdm miatti statisztikai proba szigortisaga miatt). A
BGP-15- ¢és metformin-kezelések nem okoztak szignifikans valtozast az endothel-fiiggd
relaxacid6 mértékében (a metformin-kezelés esetében tendencia megfigyelhetd), ezzel
ellentétben a pioglitazon-kezelés szignifikansan novelte az Ach-ra adott valaszt a kezeletlen

GotoK csoporthoz viszonyitva, 100 nmol/l és 1 pmol/l koncentraciokban.

2 Az izolalt aortan végzett kisérlet tarsszerzé (G.R.) munkdja, az eredmények értékelése részben sajat munka
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8. abra. Endothel-fliggé vazorelaxaci6. Az acetil-kolin egyre ndvekvé
koncentraciokan csokkenti az érgyuri fesziilését. A kezeletlen GotoK allatokban az
Ach-ra adott valasz kismértékben csokkenni latszott, ellenben a pioglitazon-kezelt
csoportban a vazorelaxacio szignifikdnsan magasabb a GotoK-hoz viszonyitva. Az
adatok atlag SEM-ben vannak megadva, egyutas variancia-analizis, Geisser-
Greenhouse korrekcioval és Tukey poszt-teszttel. *: GotoK+PIO vs. GotoK, p <
0,05.

4.1.3. Echokardiografia, kardialis funkcid

A 12. hét végére az echokardiografiaval értékelt diasztolés szivfunkcio szignifikansan
romlott a GotoK csoportban a Wistar kontrollhoz képest (4. tablazat és 9. abra)®. A diasztolés
diszfunkciot jelzi a TDI-vel mért e’/a’ arany megfordulasa a GotoK csoportban (p = 0,0386 vs.
Wistar), amely a kamrafal csokkent passziv elernyedési képességére utal. Ezt megerdsiti az E
hullam, valamint az E/e’ arany szignifikans ndvekedése (p = 0,002 és p = 0,0045 vs. Wistar),
mely a megnovekedett kamrai t6ltOnyomast jelzi. Az ejekcid idétartama (ET) jelentésen
megrovidiilt a GotoK csoportban (p = 0,05 vs. Wistar), tovabba a kiaramlasi palyan mért
sebesség is emelkedett (LVOT Vmax). A fentebb leirt paraméterek mindegyike szignifikdnsan
valtozott a BGP-15-kezelt csoportban. Az e’/a’ arany nétt (p = 0.0023 vs. GotoK), az E és A

3 Az echokardiogrdfia kivitelezése és értékelése sajat munka (témavezetd jelenlétével)
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hullamok magassaga lecsokkent (a Wistar allatokéhoz hasonl6 értékre), az E/e’ arany, tehat a

toltényomas csokkent (p = 0,0019 vs. GotoK). Az ejekcid iddtartama megnott, ezaltal a Tei-

index szignifikansan javult (p = 0,0147 vs. GotoK), amely a globalis kardialis funkci6 javulasat

jelzi. A szisztolés funkciot jelzé paraméterek érdemben nem valtoztak a kezelések soran. A

metformin-kezelt csoportban az e’/a’ arany, illetve a kiaramlasi palya sebessége megdrzott volt,

de tovabbi paraméterek nem kiilonboztek szignifikdnsan a GotoK csoport értékeitol. A

pioglitazon-kezelésnek egyaltalan nem volt hatasa az echokardiografidval meghatarozott

kardialis funkciora.

Paraméter Wistar GotoK GotoK+BGP-15 GotoK+MET  GotoK+PIO
LVIDd (mm) 7,267+0,278 6,918+0,167 7,243+0,183 6,483+0,425 7,323+0,400
LVIDs (mm) 4,365+0,201 4,515+0,095 4,69+0,193 3,940+0,200 4,478+0,345

FS (%) 39,94+1,474 33,27+1,667 37,62+0,727 38,85+1,715 39,21+1,608
EF (%) 68,92+1,813 60,36+2,343 66,13+0,891 67,94+2,068 67,98+2,110

MV E (m/s) 0,612+0,047  0,883+0,024**  0,648+0,021## 0,763+0,025 0,810+0,033

MV A (m/s) 0,402+0,048 0,507+0,023 0,372+0,022# 0,457+0,021 0,480+0,032

E/A arany 1,554+0,070 1,735+0,117 1,762+0,066 1,698+0,0840 1,645+0,089
MV DecT (ms) 53,83+3,692 62,33+2,883 55,00+3,759 58,00+3,425 53,00+3,162
e’/a’ arany 1,284+0,158 0,744+0,056* 1,458+0,155# 1,249+0,153 0,968+0,032
E/e’ ardny 16,48+1,512  24,92+1,114**  16,31+0,918## 20,58+0,766 19,74+1,156
LVOT Vmax (m/s) 0,768+0,037  0,998+0,026** 0,780+0,029# 0,768+0,008#  0,812+0,039

IVCT (ms) 15,67+2,906 18,00+3,777 18,83+3,516 22,83+3,167 16,83+2,272

IVRT (ms) 32,50+1,258 30,33+3,007 32,50+1,057 35,17+1,515 34,00+1,438
LV ET (ms) 87,67+3,116 63,67+1,961* 101,7+3,703### 87,83+5,282 80,67+1,745

Tei-index (MPI) 0,558+0,058 0,724+0,051 0,471+0,027# 0,669+0,055 0,632+0,039

RV E (m/s) 0,332+0,026 0,497+0,044 0,368+0,034 0,383+0,048 0,364+0,027

RV A (m/s) 0,498+0,041 0,628+0,073 0,578+0,033 0,235+0,003#  0,356+0,074

4. tablazat. A patkanymodell-kisérletekbdl szarmaz6 echokardiografias

paraméterek (2D-, M-mod-, Doppler- és TDI-echokardiografia). A GotoK allatok

diasztolés funkcioja romlott a kontrollhoz képest, mig a BGP-15-kezelt patkanyok

diasztologiaja szignifikansan javult, gyakorlatilag meg6rzott maradt. A réviditések

magyarazata és a paraméterek altal jelzett funkciok a Modszerek (3.4.) fejezetben

kertilt ismertetésre. Az adatok atlag SEM-ben vannak megadva, n=6/csoport,

Kruskal-Wallis teszt, Dunn’s post-hoc teszttel. *: vs. Wistar (p < 0.05); **: vs.
Wistar (p < 0.01); #: vs. GotoK (p < 0.05); ##: vs. GotoK (p < 0.01); ###: vs. GotoK

(p < 0.001).
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9. abra. Reprezentativ echokardiografias felvételek. ,,a” panel: TDI

felvételek, az e’ és a’ hullamok negativ iranyban lathatok. ,,b” panel: mitralis

bearamlas (pozitiv iranyt E és A hullamok), valamint bal kamrai M-mod felvételek.

¢ panel: e’/a’ arany grafikon, a diasztolés funkciot jelzi; ,,d” E/e’ arany, a kamrai

toltényomasra utal; ,,e” panel: Dopplerrel mért A hullam, a pitvar hozzajarulasa a

kamratel6déshez; ,,f” panel: Tei-index, vagy miokardialis teljesitmény (MPI), a

kisebb index jobb teljesitményt jelol. Az adatok atlag SEM-ben vannak megadva,

n=6/csoport, Kruskal-Wallis teszt, Dunn’s post-hoc teszttel. A *-ok a szignifikancia
szintjét jelolik (vs. Wistar); *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p < 0,001.
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4.1.4. Western blot vizsgalatok

A bal kamrai mintakbdl szarmazé fehérje-izolatumokon foszfo-specifikus antitestekkel
végzett Western blot analizisek eredménye a 10. dbran lathaté?. A foszfolamban (PLB) és
VASP fehérjék szintjében és foszforilaltsagban jelent6s kiilonbségeket talaltunk a csoportok
kozott. A S8foszfo-foszolamban aranya a nem-foszforilalt formahoz képest (pPLB/PLB)
szignifikansan lecsokkent a kezeletlen GotoK csoportban (p = 0,0171 vs. Wistar). Ugyanakkor
a foszforilalt fehérje ardnya szignifikdnsan ndtt a BGP-15-kezelt GotoK allatok
miokardiumaban (p = 0,0348 vs. GotoK). A metformin-kezelés hasonl6 tendenciat hozott (p =
0,1432 v. GotoK). Mivel a VASP fehérje 239-es szerin aminosava a Protein Kindz G
foszforilacios célpontja, a S¢%-foszfo-VASP /totdl VASP aranyokat is vizsgiltuk. A
foszoforilalt VASP/total VASP aranya a foszfolamban fehérjéhez hasonlé mintazatot kdvetett,
vagyis a BGP-15-kezelt csoportban szignifikansan megnétt a kezeletlen allatokéhoz
viszonyitva (p = 0,0094 vs. GotoK). A metformin kezelés ebben az esetben is hasonld
tendenciaval jart (p = 0,0877 vs. GotoK). A SERCA2a expresszidja nem kiilonbozott
expresszidja a GotoK csoportban volt a legmagasabb, a BGP-15-kezelt csoportban pedig a

legalacsonyabb, ezek a kiilonbségek nem érték el az elére definialt szignifikancia-szintet (p <

0,05).

4 A fehérje-izoldlds és a Western blot részben tdrsszerzé (B.M.) segitségével tértént, részben sajat munka
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10. abra. A Western blot vizsgalatok eredményei. A SERCA pumpa
funkciojat regulalod foszfolamban (PLB) fehérje foszforilacidja csokkent a GotoK
csoportban, ugyanakkor szignifikansan nétt a BGP-15-kezelt csoportban (,,a”
panel). A PKG-célpont VASP protein foszforilaltsaga hasonlé sémat mutatott (,,b”
panel). A SERCA2a expresszioja nem valtozott szignifikansan (,,c” panel), és a
PDEO9A szintek valtozasa sem érte el a szignifikancia hatarat (,,d” panel). Az
expressziokat GAPDH haztartasi fehérjére normalizaltuk, a ,,kDa” a kilodaltonban
megadott molekulatdmeg. Atlag+SEM, n=6/csoport, Kruskal-Wallis teszt, Dunn’s
post-hoc teszt. A *-ok a szignifikancia szintjét jelolik, *: p < 0,05; **: p < 0,01.

4.1.5. A patkdnymodell-kisérletek eredményeinek dsszefoglalasa

A Goto-Kakizaki modellen végzett vizsgalatok tapasztalatait az alabbiakban

foglalhatjuk 6ssze. A GotoK allatok — a vartnak megfeleléen — emelkedett ¢homi gliikoz- és

inzulinszintekkel rendelkeztek, illetve inzulin-reszisztensek voltak (HOMA-IR).

Az
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alkalmazott hatéanyagok koziil, kisérleti elrendezésiinkben csak a pioglitazon tudott kifejteni
szignifikans mértékli szérum glikkdz-szint csokkentést, habar kismértékben a BGP-15 és
metformin-kezelt allatok gliikdz szintje is alacsonyabb volt. A pioglitazon szignifikdnsan
javitotta az izolalt aortagylriik acetil-kolinra adott valaszat, vagyis az endothel-fliggd
vazorelaxaciot, melyre a metformin-kezelés csak kis hatassal volt az alkalmazott koncentracio-
tartomanyt vizsgalva. A BGP-15-kezelésnek nem volt hatdsa a vazorelaxéaciora. A pioglitazon
kedvezd hatasai ellenére azonban sulygyarapodast tapasztaltunk a kezelt allatokban, mely nem
kivanatos T2DM-ben. A kardialis funkci6 tekintetében a fentiektdl Iényegesen eltérd hatasokat
tapasztaltunk, ugyanis a pioglitazon- és metformin-kezeléseknek csak elhanyagolhatd hatasa
volt a GotoK allatokban megfigyelt diasztolés diszfunkciora, ellenben a BGP-15-kezelt
allatokban a kardialis funkcioromlas egyaltalan nem alakult ki. Az echokardiografia alapjan a
GotoK+BGP-15 csoportban a passziv kamratelddést jelz6 E hullam magassaga, a miokardium
mozgékonysagat mutatd e’/a’ ardny, €s a toltdnyomast jelzd E/e’ hanyados is megtartott maradkt.
Az ejekciods 1d0, a miokardium teljesitményét leird Tei-index €s a kiaramlasi palya sebessége is
a Wistar kontroll allatokéhoz hasonld, a kezeletlen GotoK allatokban mért értékeknél
szignifikansan jobbnak mutatkozott.

A kardialis funkcid6 megtartottsdganak hatterében a diasztologidt meghatarozé
SERCA2a pumpa expresszidjat és aktivitasat vizsgaltuk. A SERCA pumpa fehérjeszinti
expresszioja nem kiilonbozott a kezelési csoportokban, ezzel ellentétben a pumpa aktivitasat
meghataroz6 foszfolamban foszforilacidja szignifikéns eltéréseket mutatott. A kezeletlen
GotoK csoportban a PLB foszforilacidja csokkent, mig a BGP-15-kezelt GotoK allatokban
A PLB megfeleld, Serl6-os aminosavanak foszforilalasa mogott emelkedett Protein Kinaz G
aktivitas allhat, melyet a VASP protein, unikdlis PKG-célpont foszforilaciojanak
monitorozasaval megerdsitettiink. Mivel a BGP-15 az endothel-fiiggd relaxaciét nem
befolyasolta, azt feltételeztilk, hogy a PKG aktivitasat nem az NO-utvonalon befolyasolja
(habar lehetséges hogy az érfalban és a szivizomban eltérd jelatviteli utvonalakat aktival).
Ennek fliggvényében megvizsgaltuk a NP-cGMP lebontasaért felelés PDE9A enzim
expresszidjat, €¢s habar a kezeletlen csoportban volt a legmagasabb, a BGP-15 kezelt csoportban
pedig csokkent, a kiilonbség nem érte el a szignifikancia hatarat (kis elemszam), ezért ezen
vizsgalatok megismétlése hasonlé modelleken indokolt lehet.

Osszefoglalva, mivel a BGP-15-kezelésnek a GotoK modellen csak elhanyagolhato
szérum gliikdzszint-csokkentd hatasa van, illetve a BGP-15 nem befolyasolja az endothel-fiiggd

vazorelaxaciot, igy a kezelés hatasara létrejott diasztolés funkcid-javulas hatterében részben a
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PKG enzim megtartott aktivitdsa, a PLB foszforilalasa, ezaltal pedig a megdrzott SERCA

funkecio, és teljesebb miokardialis relaxécio allhat (11. 4bra).

kardiomiocita

anti-
g \ ~ hipertréf

* Wistar kontroll (1)

* Goto-Kakizaki T2DM N\ Serke R
* VivBanyag (I1) . foszfolambén Ser53b .
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* Metformin (1V)
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11. abra. A Goto-Kakizaki patkanymodellen végzett kisérletek tapasztalatai,
illetve a kapcsolodo jelatviteli utvonalak. A BGP-15- kezelés javitotta a diasztolés
funkciot, tovabba a foszfolamban- ¢és VASP fehérjék PKG-specifikus
foszforilacidja megnovekedett a BGP-15-kezelt allatok bal kamrai mintaiban,
amely részben magyarazhatja a funkcionalis eredményt. A BGP-15 molekularis
célpontjanak azonositasa tovabbi vizsgalatok targya. A metformin és a pioglitazon
elsdsorban vaszkularis pleiotrop hatasokkal rendelkezik, ezen hatdanyagok kisérleti

elrendezésiinkben nem voltak jelentds hatassal a kardialis funkciora.
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4.2. A nyalmodell-kisérletek eredményei
4.2.1. Echokardiografia

A 16 hétig tarto aterogén diéta utan jelentds kiillonbségeket észleltiink a Kontroll és HC
csoportok echokardiografias paraméterei kozott, elsésorban a diasztoldgia tekintetében (5. €s
6. tablazatok)®. A HC csoportban a bal pitvar teriilete, a bal kamra tomege, relativ falvastagsaga,
tovabba a kiaramlési palya sebessége ¢s nyomasgradiense szignifikdnsan emelkedett, ezen
paraméterck a megnovekedett toltdnyomasra, valamint kamra-hipertrofiara és aortasztenozisra
utalnak. Az ejekcios frakcid (és a frakcionalt rovidiilés) szignifikdnsan csokkent, de még a

fizioldgias tartomanyban maradt.

2D és M-mod Kontroll (n=9) HC (n=9) p érték
Bal pitvar teriilete (cm?) 0,833 + 0,029 1,633 £ 0,065 **** <0,0001
IVSd (mm) 2,27+0,139 2,882+0,176 * 0,0149

BK tomege (g) 4,651 +£0,433 8,035 £ 0,655 *** 0,0005
RWT (%) 0,283 +0,017 0,362 +0,018 ** 0,0050

FS (%) 30,78 + 0,434 28,44 + 0,669 ** 0,0099

EF (%) 62,22 +0,619 58,33 £ 0,898 ** 0,0026
MAPSE (mm) 5,488 + 0,093 5,661 = 0,254 0,5147
LVOT paraméterek Kontroll HC p érték
Vmax (m/s) 0,923 £0,018 1,204 £ 0,021 **** <0,0001
Vmean (m/s) 0,601 £0,018 0,701 £ 0,027 ** 0,0076
maxPG (mmHg) 3,453 £0,139 5,832 £ (0,199 **** <0,0001
meanPG (mmHg) 1,747 £ 0,104 2,637 £0,172 *** 0,0004

5. tablazat. A 2D- és M-mod echokardiografia eredményei. A HC csoportban
igen markans kiilonbségek jelentek meg a Kontroll csoporthoz viszonyitva.
AtlagSEM, n=9/csoport, parositatlan kétmintas t-proba. A *-ok a szignifikancia
szintjét jelolik, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001. A

roviditések magyarazata a Modszerek (3.) fejezetben talalhato.

A Doppler echokardiografiaval meghatarozott értékek koziil kitiinik az E/A és TDI e’/a’
hanyadosok csokkenése, a deceleracios id6 és az izovolumetrias kontrakcids id6 megnyulasa,
valamint az E/e’ arany novekedése a HC csoportban, mely paraméterek érzékenyen jelzik a
diasztolés funkciozavart és az emelkedett toltényomast. A globalis teljesitményt jelzé Tei-index

szignifikansan romlott a Kontroll csoporthoz viszonyitva. A Speckle Tracking echokardiografia

S Az echokardiogrdfia kivitelezése és értékelése sajat munka (témavezetdi jelenléttel)
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soran a globalis longitudinalis szisztolés kamrafunkciét a GLS (global longitudinal strain)
értékkel jellemeztik. A GLS negativ iranyu, a miokardium rostjainak maximalis
Osszehtizodasat (,,tomorodését”) mutatja meg az eredeti (relaxalt) allapothoz képest. A GLS
értéke az egészséges 20 % folotti értékrol 16 % koriilire csokkent a HC csoportban, mely az

ejekcids frakcional specifikusabban jelzi a kezd6d6 szisztolés elégtelenséget (6. tablazat).

Doppler és TDI Kontroll (n =9) HC (n=9) p érték
E hullam (m/s) 0,630 £ 0,022 0,698 + 0,047 0,2049
A hullam (m/s) 0,391 +£0,012 0,653 & 0,042 **** <0,0001
E/A aramy 1,624 + 0,068 1,069 + (0,039 **** <0,0001
DecT (ms) 55,44 + 2,001 71,22 + 2,666 *** 0,0002
TDI ¢’/a’ arany 1,233 £ 0,060 0,935 + 0,054 ** 0,0020
E/e’ arany 8,002 + 0,164 13,20 £ 1,091 *** 0,0002
IVRT (ms) 30,78 1,188 56,56 + 2,588 **** <0,0001
Tei-index (MPI) 0,528 £0,013 0,8385 + 0,049 **** <0,0001
Strain (STE) Kontroll HC p érték
GLS —21,34 £ 0,664 —16,07 = 1,029 *** 0,0007

6. tablazat. A Doppler- és Speckle Tracking (STE) echokardiografia
eredményei. A HC csoport diasztolés és szisztolés funkcidja is szignifikansan
romlott. AtlagSEM, n=9/csoport, parositatlan kétmintas t-proba. A *-ok a
szignifikancia szintjét jelolik, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p <
0,0001. A roviditések magyarazata a Modszerek (3.) fejezetben talalhato.

|FR=149 fps
|HR=224 bpm

68=-19.9%
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12. abra. Speckle Tracking (STE) echokardiografidas modszer soran nyert
reprezentativ kép. Egészséges allat, a GLS (GS) -19,9 %. A kép sajat felvétel.
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4.2.2. Morfometria

A HC csoport allatai szignifikdnsan magasabb testsulyt értek el a aterogén étrenddel
végzett kezelés végére. A bal kamra (BK) tomege is ndtt, melyet a testsulyra és — egy
standardizaltabb paraméterre — a tibia hosszara is normalizaltunk (7. tablazat)®. A tiid6 és vese
nedves/szaraz tomegaranyaiban nem talaltunk eltérést a csoportok kozott, amely arra utalhat,

hogy a szovetek kozott még nem jelent meg jelentés mértékt 6déma.

Kontroll (n =9) HC (n=9)

Testtomeg () 3064 + 87 4153 £ 86 ***

A sziv tomege (g) 7,795 +0,418 12,25 £ 0,535 ***

A sziv tOmege/testtomeg 0,00253 + 0,0003 0,00294 + 0,0002

BK tomege (g) 6,22 + 0,337 10,13 +£ 0,534 ***

BK tomege/tibiahossz 0,605 + 0,046 0,828 + 0,038 **

BK tomege/testtomeg 0,00087 + 0,0003 0,0008 + 0,0002
Tid6 nedves/szaraz tomegarany 5,254 + 0,147 5,118 + 0,094
Vese nedves/szaraz tomegarany 3,421 + 0,058 3,281 +0,191

7. tablazat. Morfometriai paraméterek. A HC csoportban a bal kamra tomege
szignifikdnsan n6tt. A szervek nedves/szaraz tomegaranya még nem mutat
kiilonbséget a csoportok kozott. Atlag+SEM, n=9/csoport, parositatlan kétmintas t-
proba. A *-ok a szignifikancia szintjét jelolik, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <
0,001.

4.2.3. Szérum paraméterek

A vérvételek eredményei alapjan’ a HC 4llatok lipid-paraméterei, majenzim-értékei,
valamint a C-reaktiv protein (CRP) és troponin T értékek szignifikansan kiilonboztek a Kontroll
nyulak paramétereitl (8. tablazat). A HC allatokban tehat markans hiperkoleszterinémia,

illetve enyhébb gyulladas (CRP) volt tapasztalhato.

5 A morfometria kivitelezése és értékelése sajat munka
" A szérum paraméterek meghatdirozasa a DE Laboratériumi Medicina Intézet szivességébdl tortént, az
eredmények értékelése és statisztikai analizise sajat munka
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Kontroll (n =9) HC (n=9) p érték

Ossz-koleszterin (mmol/Il) 1,753 £0,0187 32,360 + 2,164 **** <0,0001
LDL (mmol/l) 0,725+ 0,312 32,030 + 1,813 **** <0,0001
ApoB (mmol/l) 0,026 + 0,005 0,154 + 0,006 **** <0,0001
HDL (mmol/l) 0,963 £+ 0,092 6,428 + 0,600 **** <0,0001
ApoA (mmol/l) 0,149 £ 0,011 0,034 + 0,007 **** <0,0001
Aterogén-index 1,986 + 0,391 5,499 =+ 0,458 *** 0,0001
ApoB/ApoA arany 0,188 £ 0,041 3,691 + 0,492 **** <0,0001
Triglicerid (mmol/l) 1,139+ 0,136 1,001 + 0,225 0,6959
AST (GOT) (U/l) 22,710 +£ 6,781 33,47+ 3,016 0,1056
ALT (GPT) (U/l) 64,140 £ 19,660 57,730 + 5,479 0,6813
Kreatinin (umol/1) 71,430 £ 12,040 116,100 + 5,984 ** 0,0013
CK-MB (U/l) 1154,0 £276,9 785,6 £ 126,1 0,1754
CRP (mg/l) 0,079 + 0,070 0,325+0,073 * 0,0359
Troponin T (ng/l) 7,438 +1,199 20,21 £ 2,778 ** 0,0092

8. tablazat. Vérvételi eredmények. A HC csoportban dramai
hiperkoleszterinémia alakult ki, az aterogén-index szignifikansan nétt. A kreatinin,
CRP ¢és troponin T értékei is magasabbnak bizonyultak a Kontroll-hoz képest.
Atlag+SEM, n=9/csoport, parositatlan kétmintas t-proba. A *-ok szignifikancia
szintjét jelolik, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p <0,0001.

4.2.4. Endothel-fliggd vazorelaxacio

Az izolalt érgyiiriikon végzett ex vivo kisérletek eredményei a 13. dbran lathatoak®. A
noradrenalinra adott valasz szignifikansan eltért a csoportok kozott, ugyanis 10 és 100 nmol/1-
es koncentracioknal szignifikdnsan gyengébb kontrakcios valasz volt tapasztalhato a HC
csoportban (13. abra, ,,a” panel). Az acetil-kolin mindkét csoportban relaxaciot okozott (a
prekontrakciohoz képest) 1 pmol/l-es koncentracioig, efolott kontrakciot valtott ki a
preparatumokon. Az aterogén étrenden tartott allatok érgytiriii szignifikdnsan kisebb mértékii
relaxaciot produkaltak, minden koncentracio-tartomanyban (,,b” panel). A Hill-egyenlet
illesztése utan meghatarozott Emax csokkent (50,9 + 9,48 vs. 93,67 + 2,66, HC vs. Kontroll),
mig a logECsg kismértékben nétt (-7,59 + 0,16 vs. -8,62 + 0,36, HC vs. Kontroll) a HC

8 Az izoldlt érgytiriikon végzett kisérlet tarsszerz6 (G.R.) munkdja
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csoportban, a Kontrollhoz viszonyitva (,,c” panel). Az ATP szignifikansan nagyobb mértékii
relaxaciot valtott ki a Kontroll csoport preparatumain a HC csoporthoz képest, tehat az aterogén
diéta az ATP-indukalta relaxaciot is rontotta, a ,,klasszikus”, acetil-kolinnal vizsgalt endothel-
fliggd relaxacio mellett. A 13. abra ,,e” és ,,f” paneleken az aorta-mintakon elvégzett Western
blot eredményeit szemléltettiik. Az HC éllatok torakalis aorta-mintaiban a PDE9A expresszidja

szignifikansan emelkedett a Kontroll csoporthoz viszonyitva (1d. 4.2.6. fejezet).
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13. dbra. Az izolalt érgyliri-preparatumokon végzett kisérletek eredményei.
,,a~ panel: A noradrenalinra (NA) adott kontrakcios valasz (a nyugalmi fesziiléshez
képest), x tengely: NA koncentraciok logaritmusa, y tengely: kontraktilis er6
(millinewton, mN). A ,,b” panel az acetil-kolinra (Ach) adott valaszt, a ,,c” panel
az endothel-fiiggd vazorelaxaciot szemlélteti, az X tengely az Ach koncentracio
logaritmusa, az y tengely a kontrakcios eré6 %-0s csokkenése, a ,,c” panel a Hill-
egyenlet illesztése utani gérbét mutatja meg. A ,,d” panelen az ATP hatasa lathato,
prekontrakcio utan. Az ,e” panelen a nyulak torakalis aorta-mintaibol
meghatarozott PDE9A expresszidja lathato a Kontroll és HC csoportokban, mig az
{7 panel a reprezentativ blotokat szemlélteti. Az adatok atlagtSEM-ben vannak
megadva, a *-ok szignifikancia szintjét jelolik, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <
0,001; ****: p <0,0001. Az,,a-d” panelek adatai tdrsszerzé (G.R.), az ,,e-f” paneleken ldthato

adatok sajdt munka eredményei
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4.2.5. Szovettani festések

Az aortdk metszetein végzett hematoxilin-eozin festés soran lathatova valtak a habos
sejteket tartalmazo plakkok. A 14. abra® (,,a-c” panel) a plakkosodas mértékét szemlélteti, az
erek initmaja nagyon vékony, az intima/media arany kicsi, mig az ateromas 1¢zi6 miatt a HC
allatok mintaiban az intima/media arany szignifikansan megnétt (1,623 = 0,079 vs. 0,043 +
0,004; HC vs. Kontroll).

A Masson’s trichrome festést tajékozodasi, reprezentativ céllal készitettiik, Kisszamu
mintan. A festések soran - kék szinnel - fibrotikus szovetnyomok detektalhatéak a HC allatok
bal kamrai miokardiumaban, mig ezek a Kontroll mintakban nem tiinnek el6 (14. abra, ,,d-¢”
panel).

% A szévettani festések és azok értékelése részben tarsszerzék (K.A., V.B.) munkdja, részben sajdt eredmény
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14. abra. A szovettani festések eredményei. Az ,,a” panel Kontroll aorta

keresztmetszete képe, vastag simaizom-réteg (M: media) és vékony intima (I)
lathato a lumen (L) alatt. A ,,b” panel HC allat aortaja, jol lathaté a habossejtes
plakk (P), igy a vastag intima. A ,,c” panel az intima/media arany kvantifikalasanak
eredménye. Az adatok atlag+SEM-ben vannak megadva, t-proba, ****: p < 0,0001.
A ,,d” panel Kontroll allat miokardium-részlete, Masson’ trichrome festés, mig az

,,€” panel HC allat miokardiuma; lathatoak a kék, fibrotikus részek.

4.2.6. Western blot és miokardialis cGMP-szint

Az allatok bal kamrai miokardidlis mintain elvégzett Western blot vizsgalatok
eredménye, valamint az ugyanezen mintdkbol ELISA segitségével meghatarozott cGMP-

szintje az 15. abran lathat6*. A HC allatok mintaiban a PDE9A expresszidja mintegy kétszerese

10 4 Western blot és cGMP-szint mérés sajdt munka
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a Kontroll mintdkban meghatarozott szintnek (p < 0,001). Mind a foszforildlatlan VASP
protein, mind a S¢?*foszfo-VASP (pVASP) expresszidja emelkedett a HC csoportban a
Kontrollhoz viszonyitva, de a pVASP/VASP ardny nem valtozott, amely valtozatlan Protein
Kindz G aktivitast feltételez. Ezt alatdmasztja a miokardialis cGMP szintje is: nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a Kontroll ¢s HC allatok cGMP-szintjei kozott. Ezzel ellentétben a
PKG fehérje expresszidja szignifikansan magasabbnak bizonyult a HC csoportban (p < 0,001),
igy — eredményeink alapjdn - a megndvekedett expressziot nem kovette az enzimaktivitds

emelkedése.
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15. abra. A Western blot és ELISA eredményei. A VASP (,,a” panel) és a
foszforilalt VASP (,,b” panel) expresszidja is emelkedett a HC csoportban. A
valtozatlan CGMP-szint és pVASP/VVASP arany (,,c-d”) valtozatlan PKG akitvitasra
utal, ugyanakkor a PKG expresszioja szignifikansan novekedett (,,f” panel). A
CGMP degradalasaban részt vevé PDE9A expresszidja szignifikansan magasabb a
HC csoportban (,,e”). A ,,g-h” paneleken reprezentativ blotok lathatoak. Az adatok
atlagtSEM-ben vannak megadva, kétmintas t-proba, ***: p < 0,001; ****: p <
0,0001.
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4.2.7. A nyal modell eredményeinek 6sszefoglalasa

A nytlmodellen végzett kisérleteink tapasztalatai alapjan a HC csoport allataiban igen
markans diasztolés diszfunkcio fejlédott ki, annak minden echokardiografias jelével egyiitt. Az
E/A és e’/a’ arany csokkent, a DecT és IVRT megnyult, a E/e’ megemelkedett. A bal kamra
tomege szignifikansan magasabb a HC csoportban, ezzel pedig a falvastagsag (IVS)
novekedése, illetve a relativ falvastagsag (RWT%) emelkedése is egyiitt jart, amely
koncentrikus hipertrofiara utal. A patologiat a reprezentativ festések soran tapasztalt fibrotikus
szovet megjelenése is alatamasztja. A globalis kardialis funkcioromlast a Tei-index emelkedése
jelezte. A szisztolés funkciok a klasszikus mérések alapjan megtartottak voltak, az ejekcios
frakcio csak kismértékben csokkent (58,33 + 0,898 vs. 62,22 + 0,619; HC vs. Kontroll), azonban
az STE echokardiografiaval megmért GLS (a rostok hossz-iranyt tomorddése) szignifikansan
rosszabb volt az aterogén étrenden tartott csoportban (-16,07 + 1,029 vs. —21,34 + 0,664; HC
vs. Kontroll). A kiaramlasi palya megndvekedett nyomas- és sebességgradiensei perzisztalo
aorta-sztenozist jeleznek a HC csoportban. A bal kamra és a sziv megnagyobbodasat az ex vivo
mérések is alatimasztottak, azonban periférias 6déma jeleit (nedves/szaraz tomegaranyok) nem
tapasztaltuk.

A vérvételek eredményei alapjan markans diszlipidémia alakult ki (6ssz-koleszterin,
LDL, ApoB), a gyulladasos és kardialis markerek enyhe, de szignifikans emelkedésével (CRT,
troponin T). Ezt az ateroszklerozis szovettani megjelenése kisérte (habos sejtes plakkok az
aortan), amely egyiitt jart az endothel-figgd vazorelaxacio, vagyis a NO-bioelérhetdségének
jelent6s csokkenésével (Ach Emax: 50,9 + 9,48 vs. 93,67 + 2,66, HC vs. Kontroll). Fontos 1j
eredményként a Western blot vizsgalatok soran a PDE9A enzim megndvekedett expresszidjat
tapasztaltuk az aorta-mintakon, mely a NP-cGMP lebontasaval hozzajarulhat az endothel-
diszfunkci6 kialakul4dsahoz.

A miokardium-szoveten végzett molekularis bioldiai vizsgéalatok alapjan az
ateroszklerdzis talajan kialakult kardialis diszfunkcié egyiitt jart a PDE9A enzim fokozott
expresszidjaval, melyet ateroszklerotikus szivbetegség esetében elészor irtunk le. Hasonloan, a
VASP protein (foszforilalatlan és Ser239-en foszforilalt forma) expresszioja is novekedett,
amely a hipertrof valasz egyik oka lehet a HC csoportban. A pVASP/VVASP arannyal a Protein
Kinaz G, kulcsfontossagu, kardioprotektiv utvonalakat iniciald enzim aktivitasat monitoroztuk,
amely valtozatlannak bizonyult, azonban a PKG fehérje-szintii expresszidja szignifikansan
emelkedett a HC csoportban. A PKG esetében az expresszio-ndovekedést tehat nem kisérte az

aktivitas emelkedése, ennek lehetséges oka pedig az enzim kofaktoranak, a CGMP masodlagos
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messengernek a relativ hianya. A cGMP-szint meghatarozasanak eredménye jol korrelal a
PVASP/VASP arannyal, és megerdsiti a megnovekedett expresszio melletti valtozatlan PKG
aktivitast. A cGMP-szint novekedésének limitald tényezdje a lebontasaért felelos PDE9A
enzim expresszidjanak novekedése lehet, mely jelen eredményeink alapjan mar korai stadiumu
kardialis diszfunkcidban kimutathatd, igy akar jovébeni gyogyszer-célpont lehet

ateroszklerotikus szivbetegségekben (16. abra).
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16. abra. A nyalmodell-kisérletek grafikus Gsszefoglalasa. Az
ateroszklerozis talajan kialakult kardialis diszfunkci6 egyiitt jar a PDE9A enzim
fokozott expresszidjaval, mely hozzajarulhat a PKG valtozatlan aktivitasahoz

emelkedd fehérje-expresszio mellett.
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5. Megbeszélés

A kardidlis diszfunkcié ¢€és a kovetkezményes szivelégtelenség népegészségligyi
jelentdsége hatalmas, eredményes terdpidja azonban — kiilondsen a diasztolés elégtelenség
tekintetében — megoldatlan. A kardidlis diszfunkcié leggyakoribb metabolikus okai a
ateroszklerdzis, illetve a diabétesz mellitusz talajan kifejlodd patologias valtozasok a
miokardiumban €s az érrendszerben. Az utdbbi évtized munkéi a cGMP-PKG jelatviteli itvonal
Protein Kindz G aktivalasaval szdmos, protektiv szignalizdcids utat inicidl, nem csak az
érrendszerben, ahol a vazorelaxaciot segiti eld, hanem a miokardiumban is. A szivizomban a
PKG aktivalasa a natriuretikus peptidek, vagy a nitrogén-monoxid altal generalt cGMP
segitségével (NP-cGMP és NO-cGMP) anti-hipertrof jelatvitelt kozvetit, tovabba a SERCA
pumpa aktivitasanak és a titin oriasmolekula passziv fesziilésének szabalyozasan keresztiil a
miokardium relaxaciojat is determinalja. A fentiek okan tanulmanyainkban a PKG jelatviteli Gt
tagjait vizsgaltuk, 2-es tipust diabétesz, valamint ateroszklerdzis talajan kialakult kardialis
diszfunkcioban, tovabba a kaszkad egy lehetséges farmakologiai befolyasolasanak lehetoségét
(BGP-15) is elemeztiik, a diabétesz modell esetében.

A patkanymodellen végzett tanulmanyban a BGP-15 gyogyszerjelolt és két, pleiotrop
hatasokkal is rendelkezd antidiabetikum (metformin, pioglitazon) kardiovaszkularis hatasait
értékeltiik Goto-Kakizaki non-obez, diabéteszes modellen. Habar célkitlizésiink a miokardium
funkcidjanak vizsgalata volt, a BGP-15 ismert hatasai (inzulin-érzékenyités), valamint a modell
jellegzetessége (poligénes diabétesz) miatt a metabolikus paramétereket is megvizsgaltuk. A
GotoK allatok az irodalomban leirtaknak megfeleléen hiperglikémiasnak, illetve hiper-
inzulinémiasnak bizonyultak, tovabba a 12 hét leteltével inzulin-rezisztencia is kifejlédott
(HOMA-IR index, 7. abra, ,,b” panel). Az emelkedett ¢homi gliikkoz szintet a BGP-15- és a
metformin-kezelés nem-szignifikansan csokkentette (ebben valdsziniileg kozrejatszik a kis
elemszam), ellenben a pioglitazon-kezelt allatokban szignifikans plazma glikéz szint
csokkenést talaltunk (3. tablazat). A pioglitazon jelentds mértékben javitotta a GotoK
allatokban mar karosodott endothel-fiiggd vazorelaxaciot is (8. abra). A pioglitazon ezen hatasa
az irodalomban ismert [137], Huang és mtsai (2008) szerint a gyogyszer az eNOS aktivalasaval
javitja az acetil-kolinra adott valaszt, mely eredményt tehat — funkciondlisan - sikeriilt
megerdsiteniink [138].

Mindazonaltal a pioglitazonnal kezelt GotoK allatok testtomege nagymértékben

emelkedett, ugyancsak Osszhangban az irodalomban leirtakkal. A pioglitazon
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folyadékretenciot, 6démat okozhat, illetve leirtdk az adipocita-differenciaciot serkentd hatasat
is [139, 140]. A testsuly-gyarapodas és a folyadékretencio nemkivanatos hatasoknak
tekinthetdek mind a diabétesz, mind a kardiovaszkularis torténések kapcsan. A tiazolidén-dion
tipusu antidiabetikumokrdl bebizonyosodott, hogy novelik a szivelégtelenség kockazatat, igy
elényos hatasaik ellenére a kockazat/haszon aranyuk nem megfelelé [139]. A fentiek miatt a
glitazonokat az Gjabb iranymutatdsok nem ajanljak kardiovaszkuléris kockéazatii diabéteszes
pacienseknek, és fokozatosan kiszorulnak a terapiabdl [13]. Az endothel-fiiggd vazorelaxaciot
a metformin-kezelés kismértékben, de nem-szignifikansan javitotta. A metformin ilyen hatasa
GotoK modellen ismert, de csak nagyobb koncentracidtartoméanyban (10° mol/l felett) [141].
A BGP-15-kezelt csoportban az acetil-kolinra adott relaxacios valasz nem valtozott a kezeletlen
diabéteszes csoporthoz viszonyitva, igy feltételezhetjiik, hogy az alkalmazott ddzisban ¢és
id6tartamban BGP-15 kezelés nincs hatassal az endothel-fiiggd vazorelaxaciora, illetve a
kifejtett kismértékii gliikozszint-csokkenés sem forditja vissza vaszkulatira funkcidjanak
diabétesz-indukalta karosodasat Goto-Kakizaki modellben.

Az echokardiografiaval meghatarozott szivfunkcios paraméterekben jelentds eltéréseket
talaltunk a csoportok kozott. A kezeletlen GotoK patkanyokban a megfordult e’/a’ arany, a
megnovekedett E/e’ (emelkedett t61tdnyomas), és a magas transzmitralis A hullam (nagyobb
pitvari hozzajarulas a karosodott passziv kamratelédéshez) jelzi a diasztolés diszfunkcid
kialakulasat, vagyis a kezd6dé diabéteszes kardiomiopatiat.

A metformin-kezelésnek nem volt szignifikans hatasa a diasztolés paraméterekre (habar
kismértékben javitotta az e’/a’ aranyt), illetve - ahogy fentebb emlitésre keriilt — a metformin
az endothel-funkciot, vagyis az acetil-kolinra adott relaxacios valaszt sem befolyasolta
jelentdsen a vizsgalt koncentracio-tartomanyban. Az inzulin-rezisztens GotoK allatokban a
metformin csak kevéssé képes javitani a glikkoz-felhasznalast, illetve a kis allatszamnak is
szerepe lehet abban, hogy a metformin tekintetében az irodalmi adatokat csak részben sikeriilt
reprodukalnunk [141, 142].

A pioglitazon-kezelés az elényos endothel- és metabolikus hatasai ellenére nem volt
hatassal az echokardiografias funkciokra, melyre magyarazat lehet a fentebb leirt teststly-
novekedést és esetlegesen szivelégtelenséget okozo kedvezétlen mechanizmusa.

Ezzel ellentétben a BGP-15-kezelés markans hatasokat mutatott az echokardiografiaval
értékelt kardialis funkciora, ugyanis megelézte a diasztolés funkcid-romlast, valamint a
miokardialis teljesitményt is javitotta. A mitralis bearamlas egészséges képet mutatott, a TDI
e’/a’ arany szignifikansan nétt (1 folé emelkedett), az E/e’, a kamrai toltdnyomas pedig

lecsokkent, tehat a BGP-15-kezelés soran nem alakult ki a GotoK allatokra jellemz6 diasztolés
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diszfunkcio. Tovabba, a BGP-15-kezelt allatokban megnétt az ejekcid idétartama, amely a
teljesebb szisztolét jelzi, illetve a globalis miokardialis teljesitményt mutatdé Tei-index is
normalizalddott a GotoK csoport értékeihez viszonyitva.

Az egyik lehetséges mechanizmus a fenti diasztolés funkcionalis javulas mogott a
SERCA2a pumpa hatékonysaganak novelése, megérzése. Hipotézisiink alapja az — a
bevezetésben részletesen bemutatott — tény, miszerint tobb kozlemény megerositette a SERCA
pumpa csokkent miikodését/expresszidjat diabéteszes kardiomiopatiaban, mas szerzok pedig a
BGP-15 kedvez6 harantcsikolt izom-hatéasait 6sszefliggésbe hoztak a SERCA2a expresszioval
[106]. A SERCAZ2a protein expresszidja nem kiilonbozott szignifikansan a GotoK és a
GotoK+BGP-15 csoportok kozott (10. abra ,,c” panel), ugynakkor, a pumpa funkciojat
szabalyozo Kis fehérje, a foszfolamban aktivitasa szignifikdnsan eltért (10. abra, ,,a” panel). A
SERCA pumpa a foszfolamban gatl6 hatasa alatt all, a fiziologias szabalyzas alapja pedig, hogy
Serl6 vagy a Thrl7 aminosavain foszforilalt foszfolamban (pPLB) levalik a SERCA-rol,
ezaltal szabadda téve annak miikodését. A vivoanyag-kezelt GotoK allatokban a foszfo-
specifikus antitest segitségével meghatarozott pPLB expresszidja szignifikansan csékkent volt
az egészséges Wistar allatokhoz képest, amely a SERCA pumpa csokkent aktivitasara utal. A
BGP-15-kezelt allatokban a pPLB expresszioja, ezaltal —valosziniisithetéen - a SERCA
aktivitasa novekedett, amely eredmény részben magyarazhatja a kardiomiocitak teljesebb

A foszfolamban Serl6-os aminosava a PKG foszforilacios célpontja [143], tovabba
Frantz és mtsai (2013, Eur Heart J) megmutattak, hogy a kardiomiocitak PKG-delécidja a PLB
csokkent foszforilaltsagahoz vezet a Serl6-on, amely csokkent SERCA-aktivitassal és romld
kardialis funkcidval jar, ezaltal tehat a PKG enzim szerepet jatszik a miocitak Ca-
homeosztazisaban is [64]. A fenti adatokbol kiindulva megvizsgaltuk a PKG enzim aktivitasat
jelzé VASP protein foszforilaciojat, foszfo(Ser239)-specifikus antitest segitségével. Mivel a
VASP fehérje Ser239-es aminosava a PKG enzim specifikus foszforilacios célpontja, a
Ser239foszfo-VASP/total-VASP arany (PVASP/VASP) meghatarozasa a PKG foszforilacios
aktivitasanak monitorozasara alkalmas [47, 57]. Eredményeink alapjan a VASP fehérje
foszforilacigja (vagyis a pVASP/VASP arany) alacsonyabb volt a GotoK csoportban az
egészéges allatokhoz képest, mig szignifikdnsan megnovekedett a BGP-15-kezelt csoportban.
igy feltételezhetjiik, hogy a diabéteszes GotoK allatok kardiomiocitaiban csokkent volt a PKG
enzim aktivitasa, amely a BGP-15-kezelés hatdsara megnovekedett, melyet az enzim két

célpontjanak (PLB és VASP) emelkedett foszforilacios szintje jelez.
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Tanulmanyunk egyik limitacioja, hogy a masik univerzalis kinaz, a CAMP-fiiggé PKA
enzim aktivitasat nem hataroztuk meg, igy nem zarhato ki, hogy a PKA aktivitasa is hozzajarul
a PLB foszforilalasahoz. Tovabbi limitacio, hogy a bal kamrai mintak kis mennyisége miatt
nem sikeriilt meghataroznunk a miokardialis CGMP szintjét, mely megerdsithetné
eredményeinket. Mivel azonban nyomasterhelésre kialakult szivelégtelen modellben
bebizonyosodott a cGMP-t lebonté PDE9A enzim megndvekedett expresszidja [68], tovabba
sajat adataink alapjan a BGP-15-kezelés az endothel-fiiggd relaxaciot (NO-jelatvitel) nem
befolyasolta, azt feltételeztiik, hogy a BGP-15-kezelés a PKG enzimet nem az NO-ttvonalon
keresztiil aktivalja (habar elméletileg lehetséges, hogy a BGP-15 az érfalban ¢és a szivizomban
eltérd jelatviteli utvonalakat hoz miikodésbe). A fentiek fiiggvényében megvizsgaltuk a NP-
CGMP lebontasaért felelés PDE9A enzim expresszidjat a kezelési csoportokban, tudomasunk
szerint GotoK modellen els6ként. Habar a PDE9A expresszio a kezeletlen GotoK allatok
miokardiumaban volt a legmagasabb, a BGP-15-kezelt csoportban pedig alacsonyabb, a
kiilonbségek nem érték el a pre-definialt szignifikanciaszintet. A tendencia miatt azonban
érdemes lehet a PDE9A (és egyéb foszfodiészterazok) expresszidjat eldrehaladottabb
diabéteszes kardiomiopatiaban, és nagyobb elemszam® csoportokon megvizsgalni, illetve
értékelni a BGP-15 hatasait a natriuretikus peptid szignalizacidés Utvonal egyéb tagjaira.
Megemlitendd, hogy a BGP-15 cellularis, vagy molekularis célpontja, ezaltal a farmakodinamia
pontos felderitése még varat magara, tovabba az irodalmi adatok és sajat kisérletes munkank
alapjan elképzelhet6, hogy a molekulanak tobb tamadaspontja, tobbféle élettani hatésa is van.

A patkanymodell-kisérletek alapjan Osszegzésként megallapithat6, hogy a BGP-15
szignifikansan javitja a diabéteszes kardiomiopatia korai stadiumaban mar kialakulé diasztolés
diszfunkciot. Mivel a BGP-15 kezelésnek a GotoK modellen csak elhanyagolhatd szérum-
gliikoz-szint csokkentd hatasa van, illetve nem befolyasolja az endothel-fliggd vazorelaxaciot,
a kardialis funkcio javulasanak hatterében valoszintisithetéen — részben - a PKG enzim fokozott
aktivitasa, a PLB foszforilalasa, ezaltal pedig a megbrzott SERCA funkcio, és teljesebb
miokardialis relaxacio allhat (11. abra). A pontos mechanizmusok felderitése, valamint a BGP-
15 lehetséges terapias hasznanak értékelése a transzlacios medicina tikrében tovabbi

vizsgalatokat, €s Kiegészitd technikakat igényel.

Kisérleteink masodik fazisaban az ateroszklerdzis kovetkeztében kialakuld kardialis
diszfunkciot, és az ezzel jar6 molekularis patologiai valtozasakat hiperkoleszterinémias

nytlmodellen vizsgaltuk. A tanulmany soran célunk a kardialis- és endothel-diszfunkciod
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értékelése volt, Osszefliggésben a PDE9A enzim expresszidjaval, valamint a PKG jelatviteli
utvonal egyéb szerepldivel.

A HC dllatok echokardiografids eredményei szignifikdns mértéki kardialis
funkcidzavart mutattak. A diasztolés diszfunkciot — az irAnymutatasokban is szereplé — E/A
arany csokkenése, a deceleracios id6 (DecT) megnyulédsa, valamint az E/e’ hanyadossal jelzett
kamrai toltdnyomas emelkedése jelezte [78] (5. és 6. tablazat). A diagnosztikus jelek koziil az
E/A (és TDI e’/a’) arany csokkenése arra utal, hogy a kamra passziv telddése karosodott, a
pitvarnak nagyobb munkat kell ,,vallalnia” a vér tovabbitasaban. Ezzel egylitt jar az E hullam
deceleracids idejének megnyulasa (lassabb passziv telddés), illetve a nyomas emelkedése
(E/e’). Tovabbi megerdsité adatok az izovolumetrias relaxacids id6 megnytlasa (a romld
relaxéacio miatt tobb idébe telik a megfeleld allapot elérése a billentylik nyitdsdhoz), tovabba a
bal pitvar méretének megnovekedése, hiszen az emelkedé kamrai nyomas - a nyitott mitralis
billentyiin keresztiil - visszahat a pitvarra, annak nyomasat (LAP: left atrial pressure) is
megnovelve, iiregét kitagitva. A fenti eredmények koziil az E/A és e’/a’ aranyok csokkenése
volt ismert az irodalomban, hasonlé nyalmodellen - Rubinstein (2009) szerint az
echokardiografids adatok kozvetlen korrelacidt mutatnak a miokardialis koleszterin-
tartalommal, amely a diszlipidémia direkt kardialis hatasait feltételezi [128]. Néhany szerz6 az
emelt koleszterinbevitel ilyen, vaszkularis hatasoktol is fiiggetlen karositd hatdsara a
,.cholesterol cardiomyopathy” kifejezést is javasolta, azonban ez az irodalomban kevéssé
terjedt el [129]. A részletesebb echokardiografias elemzés soran kimutatott kiaramlasi palya
(LVOT) sebesség- és nyomasgradienseinek emelkedése a HC csoportban arra utal, hogy a
vérnek adott 1d0 alatt kisebb helyen, vagyis gyorsabban és nagyobb nyomassal kell kidramlania
az aortan keresztiil, amely az aortabillentyli szten6zisdnak diagnosztikus jele. Nyul modellen
mar sokkal kisebb koncentracidban (0,25%) alkalmazott alimentaris koleszterin aortabillentyii-
elvaltozasokat okoz lipid depozitumokkal, az elasztin- és kollagén-0sszetétel valtozasaival,
valamint makrofag-infiltracioval [130]. gy, bar az aorta-billentyiit szovettanilag nem
vizsgéltuk, az LVOT paraméterek és a szakirodalmi adatok alapjan feltételezhetjiik, hogy
sztendzis is Kialakult a HC csoport allataiban.

Az altalunk kimutatott patologids  valtozasok jelenlétét —megerdsiti az
echokardiografidsan meghatarozott relativ falvastagsag (RWT%) novekedése is, mely a bal
kamra tomegének novekedésével egyiitt a koncentrikus hipertrofia jelének tekinthet (6.
tablazat). A bal kamra tomegének echokardiografias meghatarozasat alatamasztja az ex vivo,
manudlisan lemért adat is (7. tdblazat). A fentiekkel 6sszefliggésben fibrozis jeleit talaltuk a bal

kamrai mintdkon elvégzett Masson’s trichrome festések soran (14. abra ,,e” panel). Kordbbi
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tanulmanyok alapjan 0,5 %-ban, 10 hétig alkalmazott almentrais koleszterin mar mérhet6
valtozasokat okoz az izolalt miocitdk kontraktilis-relaxacioés paramétereiben, de még nem
észlelhetd megnovekedett nyomasgradiens vagy fibrozis jelenléte [129]. Az altalunk
alkalmazott kezelés (1%, 16 hét) viszont gy tiinik, mar elegendé ahhoz, hogy a sejtszinten
l1étrejott  valtozasok globalisan is észlelhetdek legyenek, emelkedett nyomasban ¢és
kovetkezményes hipertrofidban, fibrozisban manifesztalodva. A nyomdsnovekedés (pl. az
aorta-sztendzis miatt) kovetkeztében kialakult adaptiv hipertrof valasz tulajdonképpen a
kompenzal6-mechanizmusok része, célja a falra hatd nyomdas normalizdlasa, ezaltal a
kontraktilis teljesitmény megoOrzése. Azonban a patoldgias hipertrofia extracellularis
valtozasokkal, valamint az altalunk is tapasztalt fibrotikus szovet megjelenésével tarsul, ¢és a
maladaptiv valasz részeként hozzéjarul a szivelégtelenség progredialasahoz [39]. A fibrozis
human diasztolés elégtelenségben (HFpEF) is igen karakterisztikus, okai kozott pedig a fent
emlitett nyomasndvekedés, valamit endothel-diszfunkci6 és makrofag-infiltracio sorolhatok fel
[144].

A szisztolés kamrafunkciok tekintetében kismértéki, szignifikans csokkenést
tapasztalhattunk a HC allatok ejekcios frakcidjaban, azonban ennek értéke még a fiziologiasnak
tekintett tartomanyban maradt (5. tablazat). Ugyanakkor a szenzitivebb STE echokardiografia
alkalmazasaval meghatarozott GLS érték, vagyis a hosszanti rostok ,tomorodése”
szignifikansan kisebb volt a HC csoportban, ezzel jelezve a pumpafunkcié kezd6d6 karosodasat
(6. tablazat). Eredményeink megerdsitik Liu és mtsai munkajat (2014), akik hasonlé modellen
a longitudinalis és circumferencialis strain csokkenését irtak le, megdrzott ejekcios frakcio
mellett [145], tovabba vizsgalatukban a miokardialis strain értékek forditottan korrelaltak a vér
nem keriilt bele, azonban mivel a modszer igen érzékeny, és mar egészen korai stadiumban
jelezheti a kardialis funkcidzavart, szélesebb korti elterjedése kivanatos lenne.

A szérum paraméterek tekintetében lathat6 volt, hogy a HC csoport allataiban az LDL-
koleszterin, ennek fehérje-komponense, az apolipoprotein B, valamint az aterogén index
szignifikansan emelkedett. Ezeket a valtozasokat az aortaban detektalt ateroszklerotikus 1€ziok
megjelenése kisérte (8. tablazat és 14. abra). Habar a koronaria-ereket kiilon nem vizsgaltuk,
feltételezziik, hogy koronaria-ateroszklerdzis is fennalt, hiszen erds klinikai evidenciak
tamasztjak ala, hogy az aortaban megjelend plakkosodas mar perzisztald koronaria-betegségre
(CAD) utal [146]. Az ateroszklerozis megjelenése ellenére azt feltételezhetjiik, hogy
irreverzibilis iszkémia, illetve miokardialis infarktus még nem zajlott le a HC csoport allataiban,

ugyanis a CK-MB szintje nem emelkedett, illetve a tajékozodo festéseken sem talaltuk elhalt
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szivizom-szovet jeleit. Korabbi vizsgalataink is azt mutattak, hogy miokardialis infarktus csak
nagyobb koleszterin-koncentracio, illetve hosszabb idejii kezelés utan alakul ki [127]. A
troponin T szintje emelkedett volt a HC csoportban (a Kontrollnak mintegy 3-szorosa), azonban
értéke még az AMI-t jelzé szint alatt maradt (mintegy 50-szeres emelkedés). Irodalmi adatok
alapjan a troponin T emelkedése Osszefliggésben all a bal kamrai csokkent relaxacioval
(statisztikailag a TDI e’ hullam csokkenésével) HFpEF paciensek esetében [147], igy
feltételezhetéen a troponin T enyhe emelkedése nyul modell esetében is a relaxacios zavar
egyik markere, természetesen a csokkent e’ hullammal egyiitt. A hiperkoleszterinémia és az
ateroszkelrozis endothel-diszfunkcioval parosul, mar a betegség korai stadiumaban [148]. Az
endothel-diszfunkcio legfontosabb jelzéje a csokkent vazorelaxacio, mely a nitrogén-monoxid
jelatviteli at zavara miatt alakul ki. A mikrovaszkularis gyulladas és a koronaria-betegség - a
megndvekedett utoterhelés mellett - a diasztolés elégtelenség legfobb okai, melyek csokkent
NO bioelérhetdséget, ezaltal alacsony cGMP-szintet és PKG aktivitast okoznak mind a
vaszkulataraban, mind a kdrnyez6 miocitakban. Ezaltal a NO jelatviteli utvonal zavara nem
csak az endothel-diszfunkcio és az ateroszkler6zis kulcsfontossagu tényezdje, hanem a PKG
szignalizacios kaszkad alulmiikodését is okozhatja a kardiomicitakban, hozzajarulva ezzel az
emelkedett nyugalmi fesziiléshez, fibrozishoz és diasztolés elégtelenséghez [50, 51]. Sajat
eredményeink alapjan a HC csoport ér-preparatumaiban dramaian csékkent az acetil-kolinra
adott valasz, vagyis az endothel-fiiggdé vazorelaxacio, melyet az ATP-vel végzett kisérletek is
megerdsitettek (13. abra). Ezzel egyidejiileg, uj eredményként a PDE9A enzim megnovekedett
expressziojat tapasztaltuk a HC allatok aorta-mintaibol készitett izolatumokban. A PDE9A
megnovekedett expresszidja hozzajarulhat a csokkent vaszkularis cGMP-szinthez a NO-
utvonaltol fliggetleniil, ezaltal pedig az érsimaizom relaxacidjanak zavarahoz is. Az aorta
plakkosodasa nem csupan a vazorelaxacios zavaron at, hanem , fizikailag”, az ér lumenének
csokkentésével is hozzajarulhat a megnovekedett ellenallashoz, ezaltal az emelkedett
utéterheléshez, tovabb rontva a diasztolés elégtelenséget (hasonlatosan az aorta részleges
lekotésével 1étrehozott, nyomasterhelt (pl. TAC) allatmodellekhez) [149].

A kardialis- és endothel-diszfunkciot, valamint a megnovekedett kiaramlasi nyomast
(aorta-sztenozist) tehat sikeresen igazoltuk a HC csoportban, azonban a szervek nedves/szaraz
tomegaranyai alapjan 6déma jelenléte még nem volt kimutathato, tovabba, az NT-proBNP mint
rutin marker meghatarozasa sikertelen volt (a szérumszintek a detektalasi limit alatt voltak).
Ezek alapjan nem jelenthet6 ki, hogy a kardialis diszfunkcio mar manifeszt szivelégtelenséget
okozott volna HC csoportban, ugyanakkor a modell kimeriti az AHA allasfoglalasat az aorta-

sztendzis allatmodelljeire vonatkozoan, minthogy a hipertrofia, fibrozis és diasztolés
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diszfunkcio igazolddott, megnovekedett toltényomassal és pitvari mérettel, illetve enyhén
csokkent szisztolés funkcioval [111]. Ez a fazis — a human klasszifikacio alapjan —az AHA ,,B”
stadiumanak felel meg a szivelégtelenség kialakulasanak idévonalan (strukturalis szivbetegség)
[111].

A tanulmany legfontosabb, 0j eredménye a PDE9A enzim fokozott expresszidjanak
kimutatasa ateroszklerdzisos koriilmények kozott miokardialis és vaszkuldris mintakbol,
tudomasunk szerint els¢ alkalommal (15. abra, ,,e” panel). A PDE9A enzim szerepe jelenleg
igen intenziv tudomanyos érdeklédésre tart szamot, hiszen a natriuretikus peptid-utvonalon
¢s PDES-fiiggetlen farmakologia beavatkozasok lehetéségét is. Mig a NO-utvonalon képz6dé
cGMP-t a jol ismert PDES izoforma bontja 5’-GMP-v¢, addig a PDE9A izoforma a NP-
utvonalon  keresztiil generalt CcGMP lebontasaért felelés, ugyanis az enzim
kompartmentalizaltan, a T-tubulus membranja kozelében helyezkedik el [68]. A PDE5-
gatlokkal végzett terapiak, habar allatmodelleken igéretesek voltak, nem hoztak igazi klinikai
sikereket [150-153], ezért a CGMP-szint alternativ Gtvonalon torténé megemelése reménykeltd
lehet. HFpEF-ben raadasul a PKG aktivitasa és a cCGMP szintje alacsony, igy a PDE5-gatlo
terapia csak akkor lehet sikeres, ha a csokkent CGMP-szintet nagyrészt az upregulalodott PDES
okozta, nem pedig mas patologias ok [150]. A PDE9A szignalizacié leirasa ezért is igen fontos
lancszem a patofiziologia mélyebb megértésében és a terapiak fejlodésében. A PDE9A fokozott
miokardialis expresszidjat nyomadsterhelés soran kialakuld szivelégtelen egérmodellben,
valamint human paciensekbdl szarmaz6 mintakon is kimutattak (Lee és mtsai, Nature, 2015),
az enzim delécioja pedig csokkentette a fibrozist és a kardidlis diszfunkciot [68]. Sajat
eredményeink alapjan a PDE9A ateroszkler6zis talajan kialakulo kardialis diszfunkcio korai
szakaszaban upregulalodik, mind a vaszkulatiraban, mind pedig a miokardiumban, igy a
jOovOben igéretes terapias célponttd valhat.
emelkedettnek bizonyult a HC csoportban (15. abra ,,a”). Ez az eredmény egybevag azon
munkakkal, amelyek mengovekedett VASP-szintet mutattak ki hipertr6f (nyomasterhelt)
miokardiumban [154], ugyanakkor az ateroszklerézis talajan kialalakult kardialis
diszfunkcioban a fokozott VASP-expressziot els6ként irtuk le. Ez alatamasztja azt a hipotézist,
miszerint a hiperkoleszterinémia/ateroszklerdzis valédi nyomasnévekedést okoz (ld.
echokardiografias eredmények), annak kovetkezményes molekularis patologiai valtozasaival.
Mig a nyomasterhelés emelkedett VASP-expressziot okoz, VASP-delécio utan fibrozis és

hipertrofia jelenik meg egérmodellben, amely azt sugallja, hogy a sejt-sejt kdlcsonhatasokban
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és citoszkeleton-organizacioban részt vevé VASP protein hipo- és hiperaktivacidja egyarant
koros folyamatokat indithat el [154]. Mivel a VASP 239-es szerin aminosava a PKG
foszforilacios célpontja, a foszforilalt VASP meghatarozasaval a Protein Kinaz G foszforilacios
aktivitasarol nyerhetiink informaciot, a patkanymodell-kisérleteknél mar leirt modon [57]. Az,
hogy a VASP Ser239-es aminosavanak foszforilaciojat az eNOS utvonalon generalt NO-
cGMP, vagy az NP-cGMP indithatja el, kérdéses. Sartoretto (2009) szerint eNOS knockout
egerek kardiomiocitaiban a VASP-foszforilacio valtozatlan, és fiziologiasan a natriuretikus
peptid utvonalon képz6dott cGMP okozza a folyamatot, ellenben exogén NO adasara a pVASP
szintje néhet [154]. Az érfalban viszont a VASP Ser239-es foszforilacidja az endothel-
diszfunkcio megjelenésével és az NO csokkenésével egyértelmiien alacsonyabb lesz [155]. A
fentiek alapjan a VASP foszforilacioja kiilonb6z6 sejttipusokban nem csak a PKG aktivitasatol,
hanem a kofaktor cGMP képzddési modjatol és lokalizaciojatol is fiigghet.

A HC csoport allataiban a pVASP/VASP arany nem valtozott szignifikansan a
Kontrollhoz képest, amely valtozatlan PKG aktivitasra utal (15. abra, ,,d”). A PKG aktivitast
masik oldalrél a miokardialis CGMP-szint mérésével is alatamasztottuk, amely szintén nem
mutatott kiilonbéget a csoportok kozott (15. abra, ,,c”’). Mindezek ellenére a Protein Kinaz G
enzim expresszidja szignifikansan megemelkedett a HC csoportban. A fenti eredményekre egy
lehetséges magyarazat, hogy a patologias valasz soran a kardioprotektiv PKG enzim
expresszidja megnovekszik, de hiaba all rendelkezésre tobb enzim-molekula, ha a kofaktor
(cGMP) hianyaban a PKG aktivitasa nem tud megndvekedni, igy az nem képes fokozni
kardiprotektiv effektorainak aktivitasat. Vizsgalataink alapjan a kofaktor, vagyis a cGMP
szintjének novekedését a tulexpresszalddott PDE9A gatolhatja. Mechanizmusaban hasonlo
eredményekre jutottak magyar kutatok a diasztolés szivelégtelen ZDF patkanymodellen végzett
kisérletsorozatukban (Matyas és mtsai, Eur J Heart Fail, 2017). A beteg allatokban csokkent
cGMP-szint és pVASP/VASP arany volt tapasztalhatd, ugyanakkor a PKG enzim, illetve a NO-
CGMP lebontasaért felelés PDESA expresszidja megnovekedett [156]. Sajat eredményeink
ugyanezt a sémat mutatjak, viszont a PDE9A enzim tekintetében, és ateroszklerozis modellen.
Lehetséges, hogy a valtozatlan cGMP szint annak eredménye, hogy a névekvé PDE9A
expresszio kovetkeztében csokkend CGMP szintet a NO utvonal mintegy kompenzalja, €s vice
versa. A fenti két eredményt dsszevetve érdemes lenne egyiitt vizsgalni a PDES és PDE9A
expressziokat, hiszen valosziniileg betegségmodelltdl fiiggden eltéré mértékben jarulnak hozza
a PKG tutvonal aktivitasanak csokkenéséhez, igy a kardioprotektiv jelatvitel gatlasahoz.

A transzlacios medicina szempontjabol elmondhato, hogy emberben - természetesen - a

megndvelt koleszterin-bevitel nem okoz olyan mértékii és gyorsasagu patologias valtozasokat,
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mint a nyul modell esetén, habar a hiperkoleszterinémia a CAD, az AMI és szivelégtelenség
kozvetlen rizikéfaktora. A nyal modellben viszont az ateroszklerozis indukalta kardialis és
vaszkularis valtozasok gyorsan kifejlodnek, és a kardialis diszfunkcid patofiziologidja és
Klinikai képe az emberéhez hasonld. Ennek egyik oka, hogy a nyul szivének fiziologiai
tulajdonsagai (ioncsatornak, Ca-homeosztazis, miozin-izoformak) koézelebb allnak az
emberéhez, mint a kis ragcsaloké [113]. Megjegyzendd, hogy a nytl névényevo volta ellenére
a koleszerin-haztartasaban részt vevo fehérjék és transzporterek (CETP: cholesterylester
transfer protein jelenléte, HDL/LDL aranya) is nagy homologiat mutatnak az emberével, igy a
nyal modell tovabbra is elérhet6 és elényos eszkoz a kardiologiai kutatasok terén [125].

A tanulmany limitacioi kozott megemlitendd, hogy a kardialis patologiat igazold NT-
pro-BNP szinteket nem tudtuk meghatarozni (a szintek a detektalasi limit ala estek). A
szignalizacios Gtvonal szempontjabol érdemes lett volna a PDES enzim expresszidjanak, illetve
a GotoK modellhez hasonléan a PLB/SERCA aktivitasanak meghatarozasa is. Ezek, és egyéb,
az eredmények alapjan felmeriilo kérdések megvalaszolasa késobbi, illetve folyamatban 1évé

tanulmanyok feladata lesz.

Osszefoglalva, eredeti célkitiizéseink tiikrében, a fenti két tanulméany alapjan az alabbi 1j

eredményeket fogalmaztuk meg a doktori értekezésben:

— A BGP-15 kezelés javitja a 2-es tipusu diabétesz kdvetkeztében karosodott diasztolés
szivfunkciot Goto-Kakizaki patkanymodellen, metabolikus- és vaszkularis hatasoktol
fliggetleniil; és a BGP-15 kedvezd hatdsai mogott részben a foszfolamban Serl6-0s
aminosavan torténd foszforildltsaganak emelkedése, ezaltal a SERCA2a pumpa
megorzott funkcioja allhat, mely a Protein Kinaz G jelatviteli Gtvonal aktivalasan

keresztiil valosulhat meg.

— Nyul modellen az ateroszklerdzis talajan Kialakult, manifeszt kardialis diszfunkcié a
PDE9A enzim megndvekedett expresszidjat eredményezi az érfalban és
miokardiumban, mely a szivizom-szovetben egyiitt jar a PKG enzim expresszidjanak
novekedésével, valtozatlan aktivitas mellett; igy a PDE9A tulexpresszaltsaga

hozzéjarulhat a kardioprotektiv szignalok visszaszoritasahoz.
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A két allatmodellen végzett vizsgalatok eredményei felvetik annak lehet6ségét, hogy
a kezdeti stadiumu, csak echokardiografiasan észlelhetd diabéteszes kardiomiopatia és kardialis
diszfunkcio még nem okoz jelentés emelkedést a PDE9A expressziojaban, mig a stlyosabb
foku, ateroszkler6zis talajan kialakuldé manifeszt szivfunkcio-romlas a PDE9A fokozott
expressziojaval jar egyiitt.

A cGMP-PKG-PDE9A szignalizacios utvonal kulcsfontossagi szerepet tolt be a
illetve farmakologiai befolyasolasanak vizsgalata 0j terapiak lehetéségét veti fel mind a
diabétesz, mind az ateroszklerdzis kapcsan Kialkult patologias allapotokban. A BGP-15
gyogyszerjelolt tovabbi vizsgalata azért is jelents, mivel az orvostudomany jelenleg nem
rendelkezik hatékony gyogyszerrel sem a diabéteszes kardiomiopatia, Sem az azzal gyakorta
hato farmakonoknak kiemelt szerepe lehet [136].

Eredményeinkkel - reményeink szerint - hozzajarulhatunk a kardialis diszfunkci6 és a
szivelégtelenség patofiziologiajanak mélyebb megértéséhez, és a kardiovaszkularis rendszert

célz6 farmakoterapias eljardsok jovobeni fejlodéséhez.
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6. Osszefoglalas/Summary

A diabétesz melitusz €s ateroszklerdzis olyan patofizioldgia valtozasokat indukalnak az
érrendszerben és a miokardiumban, melyek talajan kardialis funkciozavar jon létre. Az utobbi
évtized kutatasai a cGMP-PKG jelatviteli utvonal szerepére mutattak réd a patologids valtozasok
mogott. Munkamban célul tiztiik ki a diabétesz mellitusz soran kifejlodo kardialis diszfunkcid
értékelését  Goto-Kakizaki patkanymodellen, valamint a BGP-15 gydgyszerjelolt
kardiovaszkularis hatasainak 6sszehasonlitasat ismert, pleiotrop hatast antidiabetikumokkal, a
PKG utvonal tekintetében. Tovabba, célunk volt az ateroszklerdzis soran kialakult kardialis- és
endothel- diszfunkci6 részletes feltérképezése hiperkoleszterinémias nyul modellen, a cGMP-
PKG-PDE9A jelatviteli Gtvonal szerepének vizsgalataval. Eredményeink alapjan a BGP-15
kezelés javitja a 2-es tipusu diabétesz kovetkeztében karosodott diasztolés funkcidt Goto-
Kakizaki patkdnymodellen, metabolikus- és vaszkuléris hatdsoktol fiiggetlentil. A BGP-15
kedvezd hatdsai mogott részben a foszfolamban Serl6-os aminosavan torténd
foszforilaltsaganak emelkedése, ezaltal a SERCA2a pumpa megdrzott funkcidja allhat, mely a
Protein Kinaz G jelatviteli utvonal aktivalasan keresztiil valosulhat meg a miokardiumban.
Nyul modellen az ateroszklerozis talajan kialakult, kardialis diszfunkcié a PDE9A enzim
megndvekedett expresszidjat eredményezi az érfalban és miokardiumban, mely a szivizom-
szOvetben egyiitt jar a PKG enzim expresszidjanak novekedésével, valtozatlan aktivitads mellett,
igy a PDE9A tllexpresszaltsaga hozzajarulhat a kardioprotektiv szigndlok visszaszoritasahoz

ateroszklerdzissal tarsulo korképekben.
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Summary

Both diabetes mellitus and atherosclerosis induce pathological changes in the
vasculature and in the myocardial tissue, that may result in cardiac dysfunction. Recent
investigations emphasize the diminished activity of the cGMP-PKG signaling pathway behind
the pathophysiology. Our aim was to characterize cardiac dysfunction induced by diabetes in
the Goto-Kakizaki rat, and to compare the cardiovascular effects of the drug candidate BGP-15
to such actions of well-known pleiotropic antidiabetic agents, with particular interest regarding
the Protein Kinase G pathway. Secondly, we aimed to investigate cardiac and endothelial
dysfunction as a result of atherogenic diet in a hypercholesterolemic rabbit model, concerning
the role of the same cGMP-PKG-PDE9A signaling pathway. According to our results, BGP-15
delays the onset of diabetic cardiomyopathy in the Goto-Kakizaki rat, independent from any
beneficial metabolic or vascular effect. BGP-15 seems to increase phospholamban
phosphorylation at Ser16, that may preserve SERCAZ2a pump function. This mechanism may
be related to increased activity of PKG enzyme, as showed by elevated p\VASP/VASP ratios in
the myocardial tissues of rats. Furthermore, our findings demonstrate that atherosclerotic
cardiovascular disease may be associated with the upregulation of PDE9A enzyme in aortic
vessels and myocardial tissues of rabbits. This is accompanied by the increased expression but
not activity of the PKG enzyme in the heart, thus the upregulation of PDE9A may contribute to

diminished activity of cardioprotective pathways under atherosclerotic conditions.
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