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1. Roviditések jegyzéke
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Angiotensin-converting enzyme, Angiotenzin-konvertald enzim
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2. Bevezetés és célkitiuzés

A metabolikus szindromardl tobb, egymassal 0sszefliggd anyagceserezavar egyiittes fennallasa
esetén beszéliink, melyek kozé tartozik a hipertdnia, centralis obezitds, inzulin rezisztencia,
aterogén diszlipidémia. A szindréma szoros Osszefiiggést mutat a diabétesz mellitusszal és
bizonyos kardiovaszkularis megbetegedésekkel. Hatterében a genetikai hajlam mellett szerzett
faktorok is szerepet jatszanak, kivaltképp az obezitas, mely az egyik legnagyobb rizikotényezo.
Utobbi prevalenciaja vilagszerte magas, illetve folyamatos névekedést mutat. A metabolikus
szindroma kezelése napjainkban el6térbe keriilt, hiszen a populdcidoban egyre nagyobb
incidenciaval kell szamolni [1]. A késobbi életmindség, valamint a sz6védmények elkeriilése
miatt rendkiviil fontos a korai diagndzis, a terapia felallitasa. Els6dleges az életmod valtoztatas,
a diéta és a rendszeres testmozgas bevezetése, dohanyzas, alkoholfogyasztas kertilése [2, 3].
Noha e valtoztatdsok a korai stddiumban elegenddek, a késdbbiekben sziikségessé valhat
gyogyszeres beavatkozas is. A rendelkezésre allo készitmények lehetdségei korlatozottak, nem
kivant hatasokkal rendelkeznek, ami 1jabb hatdéanyagok bevondsat, fejlesztését teszi

szlikségessé.

Vizsgélataink soran egy, a masodik klinikai fazisvizsgélaton tuljutott, magyar fejlesztésii
gyogyszerjelolt, a BGP-15 (O-(3-piperidin-2-hidroxi-1-propil) nikotinsav amidoxim) hatasait
vizsgaltuk. Szamos teriileten bizonyitottdk mar a BGP-15 protektiv hatasait, tobbek kozott
szivelégtelenségben [4], sulyos izomdisztrofidban [5] policisztas ovarium szindromaban [6].
Emellett ismert, hogy mar kisebb dozisban is inzulinérzékenyité hatassal rendelkezik. A BGP-
15 hatdsmechanizmusa ugyanakkor a szdmos kutatds ellenére mdig nem ismert teljes
egeészében. Ennek oka, hogy tobb utvonalon keresztiil hat, melyek szovetenként is eltérhetnek.
Inzulinérzékenyitd hatasanak, valamint egyes izomdisztrofiak elleni védelmének [5, 7]
hatterében a hdsokk fehérjék expressziojanak fokozasa all [8-10]. A reaktiv oxigéngydkok
mitokondriumot  karositd  hatasat, ezzel Osszefiiggésben bizonyos mitokondrialis
megbetegedések gyakorisagat is csokkenti [11].

Kardialis vonatkozasban meg kell emliteni poli-ADP-polimeraz gatldé (PARP-gatlo) [12],
inzulinszeri ndvekedési faktor receptor 1 (IGF1R) foszforilaciojat fokozo [4], valamint a
membranban talalhaté lipidraftokra gyakorolt, membran fluiditasat fokozo tulajdonsagait [13].
Intézetiink vizsgalatai szerint a BGP-15 a foszfolamban foszforilacionak fokozasan keresztiil a

SERCAZ2a pumpa miikodését is tamogatja [14].



Jelen értekezés alapjaul szolgald elsd kisérleti elrendezésiinkben a BGP-15 szivizom
kontrakcios erére gyakorolt hatdsait vizsgaltuk, human izolalt fiilcse trabeculan. A
vizsgalatokhoz nyitott szivmiitétekbdl szarmaz6 mintakat alkalmaztunk. Megfeleld elokészitést

vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze a nem szelektiv B-blokkolé propranolollal.

Masodik kisérleti elrendezésiink soran hiperkoleszterinémias New Zealand nyulakat kezeltiink
BGP-15-tel. A vizsgalat 1. protokolljaban az aterogén tappal kezelt allatok egyszeri i.v. BGP-
15 bolus injekciot kaptak, mig a II. protokollban a folyamatos aterogén tap mellett folyamatos
p.0. BGP-15 kezelésben részesiiltek. Elemeztiikk a szivfunkcios értékeket, endotél funkciot,

illetve molekularis biologiai vizsgalatokat végeztiink.

Vizsgalatainkban célunk volt a BGP-15 gyogyszerjelolt kardioprotektiv folyamatainak
megértése, a hattérben 4ll6 mechanizmusok feltdrasa. Mivel kardiovaszkularis
hatasmechanizmusai kevéssé ismertek, kutatocsoportunk is tobb irdnyban vizsgalodott. Elso
kisérleti elrendeziink alapjat adta a propranolollal valo nagyfoku szerkezeti hasonldsag, mely
alapjan feltételeztiik, hogy a BGP-15 is rendelkezhet B-blokkolé hatassal. A vizsgalati
madszeriinkkel azonban ezt nem allt médunkban megallapitani, csupan az inotropidra gyakorolt
hatést tudtuk osszehasonlitani. Masodik kisérleti elrendezésiinkben a BGP-15 PKG jelatviteli
utvonalban betoltott szerepét vizsgaltuk. Korabbi eredményeink alapjan a BGP-15 kezelésben
részesiilt allatoknal fokozddott a SERCA pumpa aktivitisa. A folyamat hatterében a PKG
utvonal aktivalodasa allhat, igy célunk volt a folyamat egyes elemeinek vizsgalata, igy a CGMP,
foszfolamban, vazodildtor-stimulalt foszfoprotein, titin, foszfodiészterdzok aktivalédasanak

feltérképezése.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A metabolikus szindroma kritériumrendszere

A metabolikus szindroéma egy tlinet egyiittes, melyet magas vérnyomas, hiperglikémia,
abdominalis elhizas és diszlipidémia jellemez, melyek novelik a 2-es tipusu diabétesz mellitus
¢és kardiovaszkularis megbetegedések gyakorisagat [15]. Emellett mas tarsbetegségekkel is
Osszefliggést mutat, igy a véralvadasi, proinflammatorikus allapottal, nem alkoholos zsirmaj
kialakulasaval, illetve reprodukcios problémakkal [16]. A betegség els6 hivatalos definicidjat a
WHO adta meg 1998-ban [17], azonban a késébbiekben tobb kritériumrendszer kialakitasara is

sor kertilt, melyeket az 1. tablazatban foglaltam 6ssze [18].

Metabolikus

szindréma WHO (1998) NCEP-ATPIII IDF (2005) Harmonizicié
s . (2001) (2009)
Kkritériuma
Glikoz intolerancia,
karosodott gliikkoz
Folgranmg vagy Barmely 3 Centralis obezitas Barmely 3
diabétesz és /vagy o , s o
. . . ? kritérium ¢és 2 kritérium kritérium
inzulin rezisztencia
és 2 vagy tobb
kritérium
Abdominalis -
elhizds Csip6 korfogat
Csind kirfosat i >102 cm férfiak etnikum- >90 cm férfiak
p & >88 cmnék  specifikus értékek >80 cm ndk
BMI >30 kg/m2
Triglicerid >150 mg/dl >150 mg/dl >150 mg/dl >150 mg/dl
. <40 mg/dl . <40 mg/dI
HDL koleszterin > g ;nri/ %ﬁﬁfk férfiak <‘<‘g 5“5 %ﬁfﬁk férfiak
gano <50 mg/dl n6k gano <50 mg/dl ndk
Vérnyomas >140/290 mmHg ZI30Z85 5 130085 mmpg 2130283
mmHg mmHg
, ., Gliikéz intolerancia,
Ehomi vércukor Kérosodott eliikoz
2 6rés plazma ranci g >110 mg/dl >100 mg/dl >100 mg/dl
liikdz tolerancia vagy
& diabétesz
Vizelet albumin rata
>20pg/perc
Mikroalbuminuria Vizelet
albumin/kreatinin
rata >30 mg/g




1. tablazat: a metabolikus szindroma kritériumrendszere

megj.: Centralis obezitas: csipd korfogat eurdpai férfiak esetén >94 cm, eurdpai ndk esetén >80 cm mas
csoportok esetén etnikum specifikus értékekkel (amennyiben a BMI >30 kg/m2 a csipd korfogatot nem
sziikséges mérni)

Lathato, hogy a WHO kritériumrendszerében az inzulinrezisztencia egy fontos eldjele a
metabolikus szindromanak, mely azonosithaté 2-es tipusu cukorbetegség, koros éhomi
vércukor vagy karosodott gliikoz tolerancia esetén. Ezek mas rizikotényezokkel parosulhatnak,
igy a megnovekedett testtomeg index-szel (body mass index, BMI), diszlipidémiaval,

hipertoniaval vagy mikroalbuminuriaval.

Az USA Nemzeti Koleszterin Program — Felnéttkori Kezelési Panel III (National cholesterol
education (NCEP) third Adult Treatment Panel (ATP III)) alapjan legaldbb 3 rizikotényezd
megléte az 5-bél (megndvekedett csipdkeriilet, magas triglicerid, alacsony HDL szint,
emelkedett vérnyomas, illetve magas ¢homi gliik6z szint) mar komoly kockazatot jelent az
egyénre nézve. Tehat az NCEP-ATPIIl kritériumrendszere alapvetéen egy olyan
anyagcserezavar egylitteseként értelmezi a metabolikus szindromat, mely hatterében az elhizas,

fizikai inaktivitas, valamint egyéb genetikai tényezdk allnak.

A Nemzetk6zi Diabétesz Szovetség (International Diabetes Federation, IDF) néhany 1j
kritériumot adott meg 2005-ben. A WHO és NCEP-ATPIII rendszerével megegyezden szintén
elétérben helyezi csipd korfogatat, azonban ezt etnikum specifikussd arnyalja. A tobbi

kritériumot az NCEP-ATPIII-hoz hasonl6an adja meg.

A legujabb a Harmonizacids diagnosztikai kritériumrendszer (2009), mely kialakitasaban
szerepet jatszott a Nemzetkozi Diabétesz Szovetség (IDF), a Nemzeti Sziv-Tiid6-Vér Intézet
(National Heart, Lung, Blood Institute), az Amerikai Sziv Egyesiilet (American Heart
Association), a Sziv Vilagszovetség (World Heart Federation), Nemzetkozi Erelmeszesedési
Tarsasag (The International Atherosclerosis Society) és a Nemzetkozi Elhizastudoményi
Tarsasag (International Association for the Study of Obesity). A talalkozd soran az egyes

szervezetek olyan rendszer kialakitasat tiizték ki célul, mely a tobbi kritériumot egyesiti [18].



3.2. A metabolikus szindroma prevalencidja

A diabéteszes allapot €s a kardiovaszkularis megbetegedések prevalencidja a nemek kozott
eltér6. Mig eldbbi a ndk, utobbi a férfiak esetén mutat magasabb morbiditast és mortalitast.
Azonban a metabolikus szindroma nemek kozotti megoszlasa nagyban fligg attol, hogy mely
kritériumrendszer alapjan vizsgéaljuk (NCEP-ATP III vagy a WHO osztalyozasi rendszerét
hasznalva) [19]. Noha egyes rizikofaktorai eltéré jelentOséglieck a morbiditas és mortalitas
szempontjabol, az elhizas a legtobb kritériumrendszerben (WHO, NCEP, IDF) egyarant kiemelt
rizikotényez6 [19]. Fokozott kockazatot jelent tovabba a magas ¢éhomi gliikkéz szint [20, 21], a
magas vérnyomas [22, 23] és az alacsony HDL szint [21-23]. Ujabb kutatdsokban elétérbe
keriilt a lipoprotein a (Lpa), a kardiovaszkuléaris megbetegedések egy fiiggetlen rizikofaktora,
mely részt vesz az intima gyulladdsos folyamataiban €s habsejt képzddésében, igy fokozva az
ateroszklerdzis és a trombozis kialakulasat. Metabolikus szindromaban szerepe még nem
tisztazott, tobb tanulmany alapjan emelkedett szérumszint mérhetd a Szindromaban

szenvedOknél. Ennek értéke azonban populacios eltérést mutat [24-26].

A metabolikus szindréma incidencidja jelentdsen novekedett az elmult években, s6t egyre tobb
tanulmany foglalkozik azzal, hogy a gyermekeket és tinédzserkoruakat is nagy szdmban érinti
a betegség. Az iddsebbekhez hasonloan, a fiatalok esetén is akut hiperinzulinémia alakul ki,

mely gyorsan gliikdzintoleranciahoz, végiil diabéteszhez vezet [27-29].

3.3. A metabolikus szindroma genetikai meghatarozottsaga

Egyre tobb kutatds tdmasztja ald, hogy a metabolikus szindroma kialakuldsdban genetikai
meghatarozottsag is szerepet jatszik, azonban a betegség komplexitasa miatt nehéz
Osszefliggéseket talalni. Korabban a genetikai faktorok igazolasara a csaladi halmozodas volt a
legfébb bizonyiték, azonban ujabban fény deriilt pl. a 11-p-hidroxiszteroid dehidrogenaz, az
adiponektint és a B-3 adrenerg receptort kodoldo gének meghatarozo szerepére a korkép
kialakulasaban [30, 31]. Ismert a szindromat leird6 5 szubfenotipus szoros genetikai
meghatarozottsaga (testsuly, BMI, HDL), am egyes vizsgalatok az inzulin rezisztenciat, az
abdominalis elhizast, a diasztolés vérnyomast és a trigliceridszinteket inkabb kornyezeti
tényezéként irtak le [32]. Ujabb kutatasok az endotelialis nitrogén monoxid szintaz (eNOS) gén
metabolikus szindroma kialakulasara gyakorolt hatdsanak szerepét vizsgaljak, mivel korabbi

eredmények alapjan az endotéliumbdl felszabaduld nitrogén monoxid segiti az izomszovet



crer

nem teljesen ismert, azonban eNOS knockout egerekben a szervetlen nitratok javitottdk a

metabolikus szindroma paramétereit a nitrathomeosztazis megdrzésével [34].

3.4. metabolikus szindréma patogenézise

A metabolikus szindroma patogenezisében az inzulinrezisztencia kulcsszerepet jatszik [35, 36],
melyhez nagyon gyakran tarsul megndvekedett abdominalis viszceralis zsirszovet [37] [38] (1.
abra). Mivel kutatasai eredményeinkben az inzulinrezisztencia és a 2-es tipust diabétesz

kiemelt szerepet kap, kialakuldsuk folyamatat is részletesebben kivanom ismertetni.

Az inzulin szervezetiink nélkiilozhetetlen szabalyozoja, részt vesz az aminosav felvételben,
fehérjeszintézisben, proteolizisben, zsirszovetek triglicerid lipolizésben, lipoprotein lipaz
aktivitasaban, VLDL (nagyon alacsony denzitasu lipoprotein, very low density lipoprotein)

crer

szintézisében ¢és az endogén glikoz termelésben. Fiziologids korilmények kozott a
megemelkedett vércukorszint a B-sejtek inzulinszekrécidjanak emelkedését vonja maga utan.
Az inzulin és a gliikoz egyiittes jelenléte fokozza a sejtek gliikozfelvételét, ezaltal glikolizisét
vagy a maj, izom ¢&s zsirszovet glikogén szintézisét, ugyanakkor gatolja a hepatikus
glilkoneogenezist. A gliikoztranszporterek koziil az egyik legfontosabb szerepe a foként
izomban és zsirszovetben megtalalhaté GLUT4 tanszporternek van. Ez utobbi az inzulin
hataséra a citoszolbol a membranba transzlokalddva biztositja a sejtek gliikozfelvételét, mely a

folyamat sebességmeghatarozo 1épése [39].
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METABOLIKUS SZINDROMA

1. abra: A metabolikus szindroma patogenezise [1]
AT2: Angiotenzin II; TNF: Tumor nekrézis faktor; IL-6: Interleukin 6; ROS: reaktiv oxigén gyokok; LOX:
lektin-szer(i oxidalt alacsony - denzitasu lipoprotein receptor 1

Az egyén inzulinérzékenységét p.o. gliikdz vagy 1.v. inzulin beadaséaval tudjuk vizsgalni [40].
Az inzulinérzékeny fenotipus altaldnos jellemzdje a normal testsuly, abdominalis, viszceralis
elhizas hianya, aktiv életmod, zsirszegény diéta. Rezisztensek esetén altaldban karosodott
gliikéz tolerancidval/metabolizmussal, emelkedett ¢éhomi gliikoz szinttel és/vagy
hiperglikémiaval kell szamolnunk. Jellemz6 a csdkkent inzulinérzékenység/aktivitas, csokkent
inzulin medialta gliikdz clearance és/vagy csokkent endogén gliikdz termelés. Altalanos
fenotipusa talsulyos/obez egyén dontden il €letmoddal, kevés mozgassal, zsirban gazdag
diétaval. Az elhizas prevalencidja az elmult évtizedekben vilagszerte n6, mely fokozza az
inzulinrezisztencidt, a metabolikus szindroma, a 2-es tipusi diabétesz, illetve a
kardiovaszkularis betegségek incidenciajat is. Noha nem minden talstulyos egyén anyagcsere
folyamatai szenvednek zavart, tobbségiiknél inzulinrezisztencia jelentkezik [41]. Elemzések
szerint a metabolikus szindroma az elhizas epidémidja nélkiil nem 6ltott volna ilyen méreteket
[42], am a fizikai inaktivitds €s az aterogén diéta onmagukban is hozzajarulhatnak az

inzulinrezisztencia kialakulasahoz [43].

Ebben az allapotaban a szervezet igyekszik fenntartani a normaglikémias allapotot a B-sejtek

mennyiségének novelésével és/vagy az inzulin szekrécié kapacitasanak fokozasaval. Noha e
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kompenzaciés mechanizmusok nem teljesen ismertek, tobb vizsgalat a gliikoz szignalizacios
folyamatait sejtik a folyamat f6 mozgatojanak [44], emellett genetikai tényezOk szintén szerepet
kapnak [45]. A 2-es tipust diabétesz hatterében az inzulin szekrécios kapacitas csokkenése,
elvesztése all, mely oka lehet a [-sejtek diszfunkcioja, valamint a B-sejtek szamanak
csokkenése [46]. Amennyiben a kompenzacios mechanizmusokkal kialakitott novekvo B-sejt
funkcio és/vagy tomeg hosszabb ideig funkcioképes marad, a 2-es tipusu diabétesz
manifesztalodasa idoben eltolodik és hiperinzulinémias allapot alakul ki. Az inzulinrezisztencia

elérehaladasaval azonban a B-sejtek kimeriilnek, elveszitik funkciojukat [47, 48].

Az inzulin nem csupan a gliikdz-, de a lipidhaztartas szabalyozasaban is részt vesz, jelenlétében
fokozodik a lipogenezis és gatlodik a lipolizis [49]. A zsirszovet inzulinrezisztenciaja fontos a
(szabad zsirsav, free fatty acid) mobilizacio a zsirszévetben tarolt trigliceridbdl felgyorsul
(lipolizis) [50]. Fiziologias koriilmények kozott az inzulin gatolja a zsirsavszovet lipolizisét,
ugyanakkor az inzulinrezisztencia kialakulasa soran az inzulin nem képes szuppresszalni a
lipolizist, igy tobb FFA szabadul fel és keriil a plazmaba [42], ami erésiti az inzulinrezisztencia
zsirszovet eredményez megemelkedett FFA termel6dést [52]. A folyamat elsédlegesen a HSA
(hormon szenzitiv lipaz) altal medialt folyamat [53], ugyanakkor kutatasok ramutattak az ATL
(adip6z triglicerid lipaz, adipose triglycerid lipase) szerepére egyarant. Ez a két hormon egyiitt
a triglicerid lipolizis 95%-aért felelés [54]. Az inzulin rezisztencia €és a hiperinzulinémia
szorosan kapcsoldodik a csokkent ATL ¢és HSA mRNS és protein expresszidjanak
csokkenéséhez, mely hatas a zsirszovet mennyiségétdl fliggetlennek bizonyult [55], raadasul az
inzulin rezisztencia és a 2-es tipusu diabétesz genetikai meghatarozottsaga kapcsolatot mutat a

HSA génekkel [56].

Allatmodelleken mind a diétaval mind a genetikailag kivaltott obezitas a NADPH oxidaz tilzott
expresszioja megfigyelhetd, mely jol korreldl a metabolikus szindromaban tapasztalt oxidativ

stressz novekedésével [57].

Mindezek mellett a zsirszovet a proinflammatorikus citokinek talzott felszabadulasan keresztiil
zsirsejtek képesek tobb citokin termelésére [58], melyek nem csupan mas szovetekben (maj,
izom) fontosak az inzulin hatasaban, de parakrin mdédon lokalisan, a zsirszovetben is tudjak azt
befolyasolni [59]. A termel6dé citokinek, mint példaul a TNFa (tumor nekrézis faktor), a

monocitdk (makrofagok) vonzasaval lokalis gyulladast valtanak ki, mely lokalis
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inzulinrezisztenciahoz, késobb szisztémas gyulladashoz és szisztémas inzulinrezisztencidhoz

vezet. Emellett a TNFo maga is csokkenti az inzulinérzékenységet [49].

Inzulinrezisztencia a majban

A FFA mozgas novekedése karositja a hepatikus inzulin hatast [60]. Ez magaba foglalja a
hepatikus gliikoz kibocsajtast, proinflammatorikus citokinek szintézisét ¢és lipoprotein
metabolizmust. Az inzulin fiziolégias koriilmények kozott szamos olyan enzim
génexpressziojat fokozza, melyek a triglicerid bioszintézis kozponti elemei [61], valamint
egy masik intrahepatikus hatasa, hogy noveli az apo B degradaciot [62]. Inzulinrezisztens
betegek majaban a FFA aramlas, a trigliceridszintézis és tarolas emelkedett, a felesleges
triglicerid pedig VLDL-ként szekretalodik [63], mely folyamat kdzvetlen kovetkezménye az
inzulin rezisztenciaval egyiitt jar6é diszlipidémia [62]. A maj VLDL taltermelése mellett a
lipoprotein lipaz valtozasai szintén sszefiiggést mutatnak a metabolikus szindromaval [64]. A
hipertrigliceridémia tipusosan kapcsolodik a HDL (magas denzitasu lipoprotein, high density

lipoprotein) koleszterin csokkenéséhez.

Inzulinrezisztencia az izomban

Az izomban a megemelkedett plazma FFA szint megtori a gliikkoz zsirsav ciklust [65], mely
kéarosodas kiterjed az inzulin medialta gliikoz transzportra is [65]. Feltételezhetd, hogy a
véazizomban akkumulalodo triglicerid kozvetlen szerepet jatszik az inzulin rezisztencia
mennyiségével [66]. Mindezek mellett az inzulinérzékenység karosodasat kdvetéen a
testmozgas vagy a sulyvesztés az izom triglicerid Osszetételét csupan kismértékben vagy

egyaltalan nem valtoztatjak [67, 68].

Kardiovaszkularis megbetegedések kockéazata metabolikus szindromaban

Ismert az inzulinrezisztens betegek hipertoniara és diabéteszes kardiomiopatiara valo fokozott
hajlama [69], melynek hatterében szamos mechanizmus all. Ugyanakkor az éhomi inzulin vagy
a HOMA index (homeostatic modell assessment) értékelésekor az inzulinrezisztencia csak

kismértékben kapcsolddott a metabolikus szindroémaban kialakuld hipertonia prevalencidjahoz
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[70]. Normal teststilyl embernek i.v. adva maga az inzulin vazodilatator hatast valt [71], illetve
masodlagosan sovisszatartast okoz a vesében [72]. Az inzulinrezisztencia kialakulasa soran az
inzulin vazodilatalé hatasa megsziinhet [73], ugyanakkor a soreabszorpciora gyakorolt renalis
hatasa megtartott marad [74]. Emellett az inzulin fokozza a szimpatikus idegrendszer hatasat,
mely hatas valdszintileg ugyancsak megtartott marad az inzulinrezisztencia kialakulasakor [75].
A kronikusan megndvekedett testsuly és zsirszovetmennyiség jelentds neurohumoralis
valtozasokhoz vezethetnek. A FFA-k vazokonstriktor hatast medialhatnak [76]: az FFA
aramlasa a portalis vénakban szintén szimpatikus idegrendszer aktivalasan keresztiil emeli a
vérnyomast [77-79], ez pedig a szivfrekvencia, aramlé vértérfogat, végdiasztolés térfogat,
kardialis output, vérnyomas, renalis sovisszatartas emelkedését vonja maga utan [78]. Tovabba
a zsirszovet angiotenzinogén forras [80], igy nem meglepé a renin-angiotenzin rendszer
aktivalasa [81, 82], ugyanis megnovekedett zsirszovet az angiotenzin II prekurzor
angiotenzinogén expresszio fokozasahoz vezet [83, 84]. Kiemelend6 tovabba az adipocitokinek
[85], proinflammatorikus citokinek szintjének véltozasa [86, 87]. Ujabb vizsgalatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy az adipocita eredetli rezisztin €s leptin szintén kapcsolddhat az

crer

inzulinrezisztens betegek hipertoniajanak patogeneziséhez [88, 89].

A metabolikus szindroméban a hipertonia mellett inzulinrezisztens betegek esetén a diabéteszes
kardiomiopatia kialakuldasa a masik fenyegetdé kardiovaszkularis probléma. A diabéteszes
populacidban ugyanis 2-5-sz6r gyakoribb a szivelégtelenség kialakulasa [90, 91]. Ez egy olyan
bal kamrai diszfunkcio, mely mas rizikofaktoroktdl fiiggetleniil alakul ki diabéteszes
betegekben. A diasztolés diszfunkcid mellett jellemzdje a szivizom hipertrofia,
elérehaladottabb allapotban pedig szisztolés funkcioromlas kisérheti [92]. A Multi-Ethnic
Study of Atherosclerisos (MESA) adatai kozvetlen kapcsolatot talaltak a végdiasztolés térfogat

és a testtomeg kozott mind férfiak mind ndk esetében [93].

A folyamatok hatterében all6 molekularis folyamatok komplexek és nem teljesen tisztazottak,
annak ellenére, hogy a szakirodalom mar szdmos, az obezitds és a kardialis diszfunkcio
kapcsolatat feltard ttvonalat ismer. Részben a SERCA2a és rianodin (RyR2) receptorok
expresszidjaban és az emiatt fellépd miokardialis Ca®* haztartasban bekovetkezé eltérések
adjak a kutatasok fo6 csapasiranyat [94, 95]. Az endoplazmatikus retikulumot ért stressz [96]
hatasara a SERCA2a pumpa aktivitasa csokken, mely szerepe a Ca?* retikulumba torténd
visszajuttatasa lenne. A kardiomiocitakban ez megnyutlt relaxacioés id6hoz vezet, mely

kovetkezményesen hozzajarul a diasztolés diszfunkcidhoz és a miocitak apoptdzisahoz [97].
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Tovabba elétérbe keriilt a miokardialis titin, mely szintén egy potencialis target lehet az

obezitas-kapcsolt kardialis diszfunkci6 kezelésében [94, 98, 99].

Mindezeken tul ismert az elhizas mikrokeringésre gyakorolt kéros hatisa is. Metabolikus
szindromaban, a mikrokeringésben bekodvetkezd funkcionalis és strukturalis valtozasok a
szoveti oxigénellatas és metabolizmus egyensulyanak megbomlasadhoz vezethet a sziv [100]
[101, 102], vese [103], agy [104] és vazizomzat esetén egyarant [105, 106]. A mikrovaszkularis
diszfunkcio hatterében egyrészt a mar emlitett angiotenzin-aldoszteron rendszer aktivalasa,
masrészt  nitrogén-monoxid  biohasznosuldsanak  csokkenése, illetve  bizonyos
vazokonstriktorok, mint az endotelin-1, prosztaglangin H2, tromboxan A2
termelésének/érzékenységének fokozodasa all [79, 100, 107]. A fesziiltségfiiggd K* és Ca?*

csatornak megvaltozott expresszidja szintén metabolikus szindroma velejaroja [100, 108-110].

Az egészséges sziv az energiat szinte minden formaban képes felvenni és feldolgozni, akar
gliikkozrol akar hosszu zsirsavlancokrol van sz6. Ugyanakkor elhizas és metabolikus szindroma
esetén megfigyelheté a miokardium fokozott zsirsavfelvétele és oxidacioja, valamint ezzel
parhuzamosan a karosodott zsirsavleadas és hasznositas [111, 112]. A folyamat nemek kozotti
megoszlasa egyenl6tlen, nék esetén nagyobb aranyban jelentkezik [113, 114], mely részben
magyarazhatja a nék kardialis szovédményekkel szembeni fogékonysagat diabétesz esetén
[115]. Ezzel osszefiiggésben a kapcsolodd ateroszklerotikus megbetegedések prevalenciaja
szintén magas [116-118]. Hatterében a mar korabban emlitett citokinek, illetve adipokinek
allhatnak, melyek hatasat leirtak az elhizassal 0sszefiiggd kardiovaszkularis megbetegedések
esetén, igy az inzulin érzékenységre (leptin, adiponektin, rezisztin), gyulladasra (IL-8, leptin),
koagulaciora (plazminogén aktivator inhibitor 1), vaszkularis funkcidra és ateroszklerdzisra

(leptin, rezisztin, TNF-a, adiponektin) [119-122].

3.5. A metabolikus szindroma tarsbetegségei

A metabolikus szindromaban szenveddé betegek haromszor nagyobb eséllyel szenvednek el
iszkémias szivbetegséget €s stroke-ot, valamint 6t-hatszor valdsziniibb egyéb kardiovaszkularis
probléma kialakulasa és az ezekkel 6sszefliggd mortalitas [123]. Maga a metabolikus szindroma
valamennyi tiinete és tarsbetegsége noveli a kardiovaszkularis megbetegedéseket [124, 125].
Természetesen tobb rizikofaktor egyiittes megléte még nagyobb kockazatot jelent, bar ndk

esetén a fizikai inaktivitas és obezitas Oonmagaban is fokozza a koszoruér megbetegedések
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gyakorisagat [126]. Az NCEP-ATPIII hangsulyozza, hogy a CV megbetegedések kockazata
csokkenthet6 az LDL szint csokkentésével [127], emellett a morbiditas 6sszefliggést mutatott
még a HDL szinttel, a vérnyomassal, illetve a csipd korfogattal is [128]. A metabolikus
szindroma prevalenciaja tobb tekintetben hasonlit a 2-es tipusu diabéteszére [129, 130]. A
koszoruér megbetegedések rizikoja is hasonld: diabéteszesek esetén 2-4-szeres a nem
diabéteszesekkel Osszehasonlitva. A diabéteszes allapotot a betegek 75-85%-ban
inzulinrezisztencia, hiperinzulinémia, hiperlipidémia és elhizas el6zi meg [131]. A San Antonio
Sziv munkacsoportja harom moédszert talalt, melyekkel a 2-es tipust diabétesz kialakulasat
elére tudja vetiteni: 1. Oralis gliikdz tolerancia teszttel (OGTT) a karosodott gliikdz tolerancia
kimutatasa (impaired glucose tolerance, IGT); 2. az NCEP-ATPIII szerinti kritérium alapjan a
metabolikus szindroma jelenlétének meghatarozasa; 3. a modositott WHO kritériumrendszer
alapjan a metabolikus szindroma jelenlétének meghatarozasa. A tanulmany alapjan az IGT
kimutatdsa bizonyult a legjobb eldrejelzének (43%), majd az NCEP (31%) végiil a WHO (30%)
definicio [132]. Ford és munkatarsai a WHO ¢és NCEP kritériumrendszere szerint
megallapitottak, hogy a populacid 30-52% tartozik a diabéteszes rizikdcsoportba [133]. A
metabolikus szindroémaban szenveddk gyakran inzulinrezisztensek, mely végiil 2-es tipust
diabétesz kialakulasahoz vezet, noha sokan koziil csupan az abdominalis elhizassal
rendelkeznek a rizikotényezok koziil [134]. A metabolikus szindroma nem sziikségszerii
velejardja az 1GT, ugyanakkor IGT az NCEP egyéb rizikofaktoraival 70%-ban potencidlis
diabéteszes beteg azonosithato [132]. Metabolikus szindromaban szenved6knél 5-szor,
metabolikus szindromaval és inzulin rezisztencidval egyarant érintettek esetén 6-7-szer
gyakoribb a 2-es tipusu diabétesz kialakuldsanak esélye [135, 136]. Mindezeken tal a
metabolikus szindréma és a kozvetleniil kapcsolodo kardiovaszkularis megbetegedések, illetve
2-es tipusu diabétesz tovabbi szovédmények taptalaja lehet, igy (a teljesség igénye nélkiil) a
nem alkoholos zsirmdj, policisztds ovarium szindroma (PCOS), obstruktiv alvasi apnoe
szindroma, hipogonadizmus, lipodisztrofia, illetve kiilonb6zé mikrovaszkularis betegségek

[16].

3.6. Metabolikus szindroma terdpids lehetdségei

Eletmodvaltas

A metabolikus szindroémaban szenvedd betegek esetén a terdpia elsddlegesen az inzulin

érzékenység fokozasat (ezaltal a 2-es tipusu cukorbetegség késleltetését vagy elkeriilését),
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valamint a kardiovaszkularis kockazatcsokkentést célozza [137]. A betegség kezelésében
nélkiilozhetetlen az életmodvaltas, terapias diéta tartdsa, valamint a rendszeres, megfeleld
testmozgas [2]. A kaldriabevitel csokkentése mellett azonban a bevitt taplalék osszetételére is
nagy hangsulyt kell fektetni, keriilend6 az egyszerli szénhidratok és telitetlen zsirok tulzott
bevitele [16]. A vércukorszint kiegyensulyozasa érdekében a zsirszegény diéta mellett a rostban
gazdag (gylmolcs, zoldség) taplalék bevitele kozponti szereppel bir [43]. Emellett az
alkoholfogyasztas mérséklése, a dohanyzasmentes életmdd szintén javitja a beteg allapotat [3].
Azonban a szindroma késébbi stadiumaban kialakult diabétesz, kardiovaszkularis
szovOdmények esetén az életmodvaltas nem elegendd az allapot romlasanak megeldzésére,
lassitasara [2]. Ilyen esetekben elkeriilhetetlenné valik a gyodgyszeres terapia bevezetése,

mérlegelve a lehetséges mellékhatasokat [2, 138].

Antidiabetikumok

Az antidiabetikumok koziil elsddlegesen valasztandd az inzulinérzékenyité metformin ([139,
140], mely mind a fiatalkorban (10 év felett) mind a felnéttkorban kialakuld metabolikus
szindroma esetén jO eredménnyel alkalmazhato. Inzulinérzékenyitdként féleg az
inzulinrezisztencia és 2-es tipusu diabétesz esetén keriil eldtérbe (kivaltképp, ha policisztas
ovarium szindréma is kialakult), &m obez betegeknél a kardiovaszkularis kockazat csokkentését
egyarant leirtak. Ugyanakkor a testsulyt és BMI értékeket nem befolyasolja szamottevden.
Foként gasztrointesztinalis mellékhatasok jellemzik, ritkdn azonban laktataciddzis alakulhat ki,
mely az életet veszélyeztetd allapot lehet. A gyomor-bélrendszeri panaszok a dozis fokozatos
emelésével, nyujtott felszivodast készitmények adagolasdval altalaban megelézhetdek,
mérsékelhetéek [141]. A modern antidiabetikumok koziil elétérbe keriiltek a DDP4-gatlok
(dipeptidyl peptidase-4 inhibitor, dipeptidil-peptidaz gatlok) (sitagliptin, viltagliptin,
linagliptin), melyek jabb eredmények szerint a HbAlc érték csokkentése mellett, jotékony
hatassal vannak a szérum triglicerid és LDL szintjére, a testsilyra, valamint a vérnyomasra
egyarant [142], igy metabolikus szindromaban alkalmazasuk kifejezetten elényos lehet. Az
SGTL2 inhibitorok (sodium-glucose cotransporter 2 inhibitor, natrium-gliikk6z kotranszporter-
2-gitlo) hasonldan kedvezd hatdsokkal rendelkeznek, azonban rendlis hatdsai miatt
alkalmazasa koriiltekintést igényel [143]. Eredménytelen metformin terapia esetén keriilnek
elotérbe a szulfanilurea szarmazékok [144], a tiazolidindionok [139] és a GLP-1
(glikagonszerii polipeptid-1, glucagon-like peptid 1) receptor agonistak is [141]. Ugyanakkor
a tiazolidindionokat osszefiiggésbe hoztak a folyadékretencio kialakulasaval [145], igy
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kardiovaszkularis megbetegedéssel kombinalt diabétesz esetén alkalmazasuk veszélyeket
rejthet. Foként kombinacios terapiaban hasznalatos az a-gliikozidaz-gatlok kozé tartozo

akarbdz, mely csokkenti mas antidiabetikumok sziikséges dozisat [146].

Vérnyomascsokkentok

Az amerikai [147] és eurdpai [148] iranyelvek alapjan, a metabolikus szindromaban szenvedd
betegek vérnyomasanak céltartomanya <130/80 Hgmm. A magas vérnyomassal parosult
metabolikus szindroma esetén elsddleges valasztandd készitmények az angiotenzin-konvertald
enzim (ACE) gatlok, az angiotenzin II receptor blokkolok (ARB), valamint az a-1 receptor
blokkolok, hiszen ezek nem rontjak a metabolikus paramétercket [149]. Legalabb két,
komplement hatasmechanizmussal rendelkez6 vérnyomascsokkentd alkalmazasa javasolt [147,
148]. Megjegyzendd, hogy a hagyomanyos B-blokkolok keriilend6k, hiszen a szénhidrat- és
lipidanyagcserére kifejtett hatasukkal fokozhatjak az inzulinrezisztencia mértékét [150-152]
(hasonl6 hatassal rendelkeznek egyes diuretikumok is) [150]. Emellett ndvelhetik az éhomi
gliikoz, triglicerid és VLDL szinteket, a HDL csokkentése mellett [153-155], valamint
eldsegitik a testsulygyarapodast [156-158].

A B-blokkolok metabolikus mellékhatdsainak mechanizmusa nem teljesen tisztazott. A
szénhidrat- €s lipidanyagcsere folyamatok a periférids szovetre (izomszovet, maj, zsirszovet,
hasnyalmirigy B-sejtjei, zsigerek) lokalizaltan, endogén katekolaminok, adrenalin, noradrenalin
felhasznalasaval, a és részben P2 receptorokon keresztiil alakulnak ki [159-161]. A lipoprotein-
lipaz [153, 155], HSA [162] és lecitin-koleszterin acetiltranszferaz [153, 163], valamint mas, a
lipid- és szénhidratmetabolizmusban résztvevd enzimrendszerek szintén katekolamin
utvonalon hatnak. Amennyiben az adrenerg receptorokat antagonistakkal blokkoljuk, a
katekolamin hatasok részben visszafordithatoak [164-166].

A B-blokkolok egy heterogén gyodgyszercsoport, melyek csokkentik a vérnyomast és a
perctérfogatot a szivfrekvencia és a miokardialis kontrakcid csokkentésén keresztiil [167]
[168]. Emellett a kompetitiv modon gatoljak a szimpatikus idegrendszer tonusat, valamint
mérséklik a plazma renin aktivitasat, tovabb erdsitve vérnyomascsokkentd hatasukat [169]
[170]. Az egyes hatoanyagok nagymértékii eltérést mutatnak az intrinszik szimpatomimetikus
aktivitdas meglétében vagy hidnyaban, 1 szelektivitdisukban, membran stabilizald
képességlikben, a1 receptor blokkold hatasukban, antioxidans tulajdonsdgaikban, a hatdsuk

id6tartamaban és potenciajaban, lipofil/hidrofil tulajdonsagaikban [164, 165, 167, 171]. Emiatt
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a metabolikus mellékhatasok is eltér6en jelentkeznek. A karvedilol [172, 173] [174] és a
nebivolol [175-178], mint Gjabb, harmadik generacids hatdéanyagok mar vazodilatalo hatassal
rendelkeznek. Ujabb tanulmanyokban nem befolyasoltdk negativan a Szénhidrat- és
lipidanyagcserét [179, 180], s6t a plazma leptin [181] és adiponektin [175] szintjét is emelték,
melyeknek fontos szerepe van az inzulinérzékenységben. Mindezek mellett antioxidans
tulajdonsagokkal is rendelkeznek, mely a feltételezések szerint az oxidativ stressz csokkentésén
keresztiil javitjdk az inzulinérzékenységet, valamint a pankredsz B-sejtjeinek diszfunkcios

allapotat [182-184].

Antihiperlipidémids szerek

A metabolikus szindromaban szenveddknél a kardiovaszkularis riziko csokkentheté az LDL és
HDL szintek befolyédsoldsaval. A valasztando terapia a diszlipidémia tipusétol fiigg. Magas
triglicerid szint esetén az elsddlegesen valasztandd szerek a fibratok, foként a fenofibrat és
bezafibrat alkalmazasa keriilt elotérbe. A fibratok a PPARa (peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor o) agonistai, emellett a lipoprotein-lipazt is stimulaljak [185]. Eredménytelen
monoterapia esetén megfontolandé a kombinacios terapia nikotinsavval [185]. Magas LDL
szint esetén a HMG-CoA-reduktaz inhibitor (3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim-A) statin
terapia javasolt (atorvastatin, rozuvastatin, simvastatin) [141], mely hatéanyagok az endogén
koleszterintermelés csokkentésével fokozzak az LDL receptorok expresszidjat, igy az LDL
veérbdl torténd felvételét. Az LDL szint csokkentésével Osszefliggésben hozzdjarulnak az
ateroszklerotikus plakkok stabilizalasdhoz, csokkentik a gyulladast, javitjdk az endotél
funkciot. Altaldban jol toleralhatok, ugyanakkor egyeseknél a maj- és izomtoxicitas
jelentkezhet [186]. Kombinaciojuk ezetimibbel csokkentheti a sziikséges statin dozist, igy a

mellékhatasok kialakulasanak valdszintiségét [187].
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3.7. BGP-15

Vizsgalataink kozéppontjaban a BGP-15 (O-(3-piperidin-2-hidroxi-1-propil) nikotinsav
amidoxim) allt, egy magyar fejlesztésii, a propranololra szerkezetileg hasonlito gyogyszerjelolt
(2.4bra [188]), mely diabétesz indikacioban a II. klinikai fazisvizsgalaton taljutott,
bizonyitottan nem toxikus hatdanyag. Fejlesztésének célja eredetileg kiilonbozo
citosztatikumok, igy a ciszplatin nefro- €s neurotoxikus mellékhatasainak mérséklése volt (100-
200 mg/ttkg p.o.), azonban fény deriilt inzulinérzékenyit6 hatasara is, amelyet mar joval kisebb
mennyiségben (akar 200 mg pro dosi) kifejt. A BGP-15 mindezek mellett szdmos egyéb
teriileten is rendelkezik protektiv hatasokkal, igy szivelégtelenségben [4], stlyos
izomdisztrofiaban [5], policisztas ovarium szindromaban, [6] de vizsgaltak borvédd hatasat
akut fénykarosodas esetén is [189]. Hatasmechanizmusa sokrétii, a kutatasok ellenére maig nem
teljesen tisztazott. Az elso altalanosan elfogadott és bizonyitott hatas a BGP-15 hésokk fehérje
expressziot indukald hatasa volt. A hésokk fehérjék (mas néven chaperon, gardedam- vagy
stresszfehérjék) a szervezetben meghatarozott feladatokat latnak el, jelenlétiik mar a fehérjék

szintézisénél is nélkiilézhetetlen [190].

2. 4bra: a BGP-15 szerkezete 3. abra: a propranolol szerkezete
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A BGP-15 a Hsp70 csalad expressziojat fokozza [8-10] ebbdl kovetkezben javitja az
inzulinérzékenységet [7], illetve lassitja a stlyos izomdisztrofidk kialakulasat [5]. Ezzel
Osszefliggésben, a BGP-15 az oxidativ stressz okozta mitokondridlis megbetegedések
gyakorisagat is csokkenti, mivel gatolja a reaktiv oxigén gyokok altal indukalt mitokondrium

depolarizaciot, illetve a kovetkezményes mitokondridlis reaktiv oxigéngyok felszabadulast

[11].

A kardioprotektiv hatdsat az egyes szakirodalmak eltéré mechanizmusokkal tdmasztottak ala.
Fokozott Hsp70 expresszid a szivizomban nem mutathato ki [4], igy a kardialis hatasokat egyes
vizsgalatok a PARP-gatlo [12], mas kutatdsok az IGFIR foszforilaciojat fokozo
tulajdonsagéaval magyaraztak, ugyanis az IGFIR foszforilacioja alacsony mértéki (him Mstl
Tg ¢és ndstény dnPI3K egerek szaporitdsaval nyert) szivelégtelenség+pitvarfibrillacio
modellben [4]. A BGP-15 emellett a membranban talalhato lipidraftokra is hat, fokozza a
membran fluiditasat, segiti a membran-kapcsolt receptor proteinek miikodését, ezaltal
befolyasolva bizonyos anyagok atjutasat a membranon [13]. Intézetiink tobb kutatasa iranyult
a BGP-15 hatasanak feltérképezésére. Egy korabbi vizsgaltunkban a BGP-15 vegyiiletet
hasonlitottuk Gssze metforminnal, valamint pioglitazonnal diabéteszes kardiomiopatia
modellen. Goto-Kakizaki patkanyokon Doppler echocardiografias vizsgalatot, Western blot
analizist, inzulinszint ellendrzést, illetve izolalt érgylirli preparatumon endotélfunkcids
méréseket végeztiink. Tapasztalataink szerint a BGP-15 nem javitotta jelentdésen az
endotélfunkcidt, ugyanakkor a kezelt csoport megtartott diasztolés paraméterekkel
rendelkezett. Western blot eredményeinkbdl kovetkezik, hogy a BGP-15 fokozza a
foszfolamban foszforilacigjat, elésegitve ezzel a SERCA2a (sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum calcium ATPase) pumpa miikddését, mely alapvetden meghatarozza a diasztolés

funkciokat [14].

A tovéabbiakban a kutatasaink alapjat képzd, a BGP-15 kardiovaszkularis hatasainak hatterében

feltételezett mechanizmusokat ismertetem.

3.8. B-receptorok

Mivel a BGP-15 kardidlis hatdsainak molekularis hattere nem ismert, ugyanakkor a

propranolollal jelent6s strukturalis hasonlosagot mutat, el6térbe keriilt a két vegyiilet
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inotropiara gyakorolt hatasanak Osszehasonlitasa, feltételezve, hogy a BGP-15 szintén

rendelkezhet  —blokkol6 hatdssal. Emiatt keriilt sor a B-receptorok részletesebb ismertetésére.

Az adrenerg receptorcsaladon beliil, hét transzmembran doménnel rendelkezd, o és
receptortipusokat kiilonbdztetiink meg, ujabb besorolasuk szerint B, a1 €s oo receptor tipust, a
B-receptorokon beliil pedig B1, B2, valamint B3 altipusokat. Az egyes receptor altipusok eltérd
mértékben expresszalddnak az egyes szoveteken [191]. Vizsgalataink szempontjabdl a [-

receptorok jelentdsek, igy a tovabbiakban ezeket ismertetem részletesen.

B-receptorok jelatvitele

A B-receptorok egyes altipusai Gs fehérjéhez kapcsoltak, igy a cAMP szint novelésén keresztiil
fejtik ki hatasukat. Mivel eltéré mértékben expresszalodnak az egyes szovetekben, igy a cAMP
szint emelkedése is eltérd hatasokat kozvetit. A 1 receptorok dontden a szivszdveten, valamint
a vesében talalhatoak, igy aktivalodasuk esetén emelik a szivfrekvenciat, fokozzak a renin
felszabadulasat. A B2 simaizmon relaxaciot kozvetit, mig a B3 zsirszévetben fordul elé nagyobb

mennyiségben, ahol fokozza a lipolizist [191].

B-receptor agonistak

B-receptor agonistdk az ugynevezett szimpatomimetikumok kozé sorolhatok, vagyis a
szimpatikus idegrendszer jelatvitelét erdsitik. A szimpatomimetikumokat tobbféle szempont
alapjan csoportosithatjuk, igy a hatdsmodjuk szerint megkiilonboztetiink direkt és indirekt
szimpatomimetikumokat, a receptor tipusa alapjan pedig az a-, a B-receptoron, vagy a két
tipuson egyarant hat6 szereket. Szimpatomimetikumok koz¢ tartozik tobbek kozott az adrenalin
¢s a noradrenalin, ezek minden adrenerg receptoron hatast fejtenek ki. Szelektiv B2 receptor
agonista hatassal rendelkezik a horg6tagitdé hatdsu formoterol, salmeterol stb. Mindharom -
receptor altipuson agonista hatdssal rendelkezik az isoprenalin (isoproterenol), ugyanakkor
nincs hatasa az a receptorokon. 1 receptoron jellemzden pozitiv ino- illetve kronotrop hatassal
bir, B2 receptoron hatva vasodilataciot okoz, mig Pz receptoron keresztiil pedig fokozza a
lipolizist [192, 193].

B-receptor antagonistak
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Azokat a készitményeket, melyek a fiziologias agonistakkal (adrenalin, noradrenalin) ellentétes
hatast kozvetitenek, [B-receptor antagonistaknak, p-szimpatolitikumoknak nevezziik. A
klinikumban a 1 receptorok gatlasa a szivfrekvencia, illetve a vérnyomas csokkentését célozza,
a B2 receptorok gatlasa altalaban egy nem kivant mellékhatas. A B-receptor blokkolok kozott
megkiilonboztetiink szelektiv f1 és nem szelektiv receptor blokkolokat. Ezen vegyiiletek
alapszerkezete az isoproterenoléhoz hasonlo, igy nem meglep6, hogy képesek az isoproterenol
hatasat kompetitiv modon gatolni. A korabban kifejlesztett nem szelektiv blokkoloszerek mint
a pindolol, propranolol, timolol alkalmazasa vérnyomascsokkentéként mara hattérbe szorult,
elavulttd valt. Mivel mind a f1 mind a B2 receptort blokkoljdk, igy a frekvencia csokkentése
mellett nem kivant mellékhatasként bronchokonstrikcidt okozhatnak. Ezért alkalmazéasuk
asztmas, COPD-s betegeknél kontraindikalt [194]. A csak B1 receptort blokkolo antagonistak

szelektivitasaban is jelentds kiilonbségek mutatkoznak:
nebivolol > bisoprolol > betaxolol > metoprolol > atenolol > carvedilol [195].

A nebivolol a ma ismert legszelektivebb B-blokkolo, a gydgyaszatban széleskoriien hasznaljak.
A vizsgalatainkban a BGP-15-tel (2. abra [188]) molekulaszerkezetét tekintve hasonlo
propranololt (3. abra [196]) alkalmaztunk, melynek negativ ino-, krono- és dromotrop hatasai
koziil a kontrakcids erd valtozasat detektaltuk, szem el6tt tartva, hogy BB -blokkold hatdsa mellett

L tipusu Ca?* dramlas, valamint nagyobb koncentricioban Na® csatorna gatlo hatassal is
rendelkezik [197].

3.9. A PDE enzimek jelatviteli szerepe

Egy masik feltételezett mechanizmus a cGMP-PKG (ciklikus guanozin-monofoszfat, protein
kinaz G) utvonal stimulalasa, melyet PDE (foszfodiészteraz) enzim gatlo hatas szempontjabol
vizsgaltunk. Diasztolés szivelégtelenségben csokken e jelatviteli utvonal aktivalédasa, mely a
kardiomiocitak passziv fesziiltségének novekedéséhez vezet [198]. Az endotélbdl felszabadulod
NO (nitrogén-monoxid) a szolubilis guanil-ciklaz (SGC) enzim aktivalasaval emeli a cGMP,
ezdltal PKG szinteket, mely utobbi fehérje foszforilicion keresztiil gatolja a Ca®*
felszabadulast, ezaltal a miozin kdnnytilanc kinazt és az az altal kivaltott vazokonstrikciot, igy
okozva vazorelaxaciot. A NO bioelérhetdségének csokkenése endotél diszfunkcidohoz vezethet,
proinflammatorikus, protrombikus valamint vazokonstriktor folyamatokat indit el [199].

Emellett a NO kardiomiocitdkba diffundalva a szivfunkciok moduléldséban is részt vesz, igy a
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diabétesz, elhizéas, ateroszklerdzis altal generalt folyamatok hozzajarulnak a diasztolés
diszfunkcio kialakitasahoz [200]. A cGMP a NO utvonal mellett a pitvari natriuretikus peptidek
(ANP) hatasara is szintetizalodhat, de barmely utvonal gatlasa hipertoniat, szivizomhipertrofiat
okoz [201, 202]. A PKG mindezek mellett a VASP (vazodilator-stimulalt foszfoprotein)
foszforilalasan keresztiil a sejtmigracidban, sejt-sejt adhézids kdlcsonhatasban, valamint a
kamrai remodellacioban is részt vesz [203]. Mivel a VASP foszforilalasat kizarolag a PKG
végzi a Ser239 aminosav targeten, igy a p-VASP (foszfo-VASP) mennyiségébdl a PKG
aktivitasra lehet kovetkeztetni [204]. A PKG a VASP mellett a relaxacios folyamatokat a titinen
keresztiil is befolyasolja, mely a miocitdk passziv fesziilésének meghatarozdja. A titin
rugalmassaganak szempontjabodl kiemelked6 a PKG target titin N2-bus régid foszforilaltsaga
[205].

A diasztolés mechanizmusok masik fontos utvonala a SERCA2a pumpa, mely feladata a Ca?*
endoplazmatikus retikulumba térténé visszapumpalasa [206]. Alapallapotban a pumpat a PLB
(foszflamban) gatolja, mely foszforilalodasa a pumpardl térténd levalasaval jar, lehetévé téve
annak aktivalodasat [207]. A B-adrenerg stimulacio hatasara a cAMP-fiigg6 (ciklikus adenozin-
monofoszfat) PKA (protein kindz A) a PLB foszforilalasan keresztiil fokozza a SERCA pumpa
miitkodését [208]. Mivel azonban a PKG szintén képes a PLB foszforilalasara, a cGMP-PKG

utvonal is ezt a mechanizmust inditja el, hozzajarulva az elernyedési folyamatokhoz [209].

A c¢cGMP a PKG aktivacion tal egyes kationcsatornak és ¢cGMP-kapcsolt foszfodiészteraz
(PDE) enzimek szabalyozasaban is részt vesz [210]. A PDE enzimek CAMP-t és cGMP-t 5°-
AMP-v¢é és 5’-GMP-v¢é bontjak, kontrollalva ezzel intracellularis szintjeiket. A PDE gatlok
cGMP szint emelésén keresztiil kialakulo kardioprotektiv hatasat tobb tanulmanyban is
bizonyitottak. A PDES5 gatlasa a NO-sGC utvonalon keresztiil [211-215], mig a PDE9 az ANP
utvonalon keresztiil csokkentette a kardialis hipertrofiat [216]. Hasonloan, a PDE1A gatlasa
szintén cGMP-fiiggd uton mérsékelte a hipertrofia kialakulasat [217]. Az ismert 11 PDE enzim
koziil [218] a kardiovaszkularis rendszerben eddig 9 féle PDE izoformat azonositottak (PDE1-
9) [216]. A PDE4 ¢s PDE8 a cAMP, mig a PDE5, PDE6, PDE9 cGMP-re specifikusak. A PDE
1,2,3 mind a CAMP mind a cGMP bontasara képesek [218]. A PDEI harom altipus koziil az
egészséges szivben nagy mennyiségben a PDE1C taldlhat6 (mely nagyobb affinitast mutat a
cAMP irant), ugyanakkor a ¢cGMP irant nagyobb affinitdisu PDE1A kardidlis szintjének

szignifikans emelkedését irtak le patologias elvaltozasok esetén [219].

Kutatocsoportunk tollabol szarmazo eredmény a SERCA2a pumpa fokozott aktivitasanak

detektalasa BGP-15 kezelésben [14], melynek hatterében a PDE gatlas lehet a f6 utvonal.

24



4. Anyagok és modszerek

4.1. Etikai engedélyek

A human minték vizsgalatan alapuld munkankat a Debreceni Egyetem Kardiologiai Intézetének
Szivsebészeti Tanszékével egylittmiikodve végeztik. A vizsgalatot az Egészségiigyi
Tudomanyos Tanacs jovahagyta (etikai engedély szam: ETT TUKEB 39762-3/2016/EKU). Az
engedély nem csupan a minta felhasznalasara, de a MedSol medikaciés rendszerbe torténd
belépésre is kiterjedt, igy a donor ambulans hattere visszakovethetd volt. A mintavételt a
betegek irasbeli és szobeli tajékoztatasa, valamint irasbeli beleegyezése el6zte meg. A nyitott
szivmitéten atesett betegekbdl szarmazd minta a kaniilacid soran egyébként is eltavolitasra
keriilt volna, igy a mintavétel extra kockazatot nem jelentett a betegeknek. Noha kutatasainkhoz
bal kamrai szovet lett volna idealis, az etikai és operacios szempontoknak megfelel6en jobb

pitvari szovetdarabot volt lehetéségiink vizsgalni.

Allatkisérletes munkankat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga altal
jovahagyott protokoll alapjan végeztiik (az allatkisérleti engedély iranti kérelem nyilvantartasi
szama: 25/2013DEMAB és 10/2018SDEMAB). A vizsgilat soran felhasznalt allatok a
tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szold, Eurdpai Parlament és Tanacs

2010/63/EU iranyelveinek megfelel tartasban és gondozasban résziiltek.

4.2. Felhasznalt anyagok, allatok, trabecula

Els6 kisérleti elrendezés - izolalt trabecula vizsgalata

Az els6 kisérleti elrendezésben felhasznalt anyagok koziil a propranolol, az isoproterenol,
illetve kutatasunk 0 targya, a BGP-15 mar ismertetésre keriilt a korabbi fejezetben. Ezeken tal
minden izolalt trabecula vizsgalatnal alkalmaztunk adenozint, mely a metodika szempontjabol
elengedhetetlennek bizonyult. Tapasztalataink szerint az adenozinnal térténd kezelés a mintak

mindségét, vitalitasat nagymértékben javitotta.

Mesterséges interstitialis folyadékként Krebs (NaCl: 118mM, KCI: 4.7mM, CaClz: 2.5mM,
NaH2PO4: 1mM, MgClz: 1.2mM, NaHCOs3: 24.9 mM, gliikkdz:11.5mM, aszkorbisav: 0.1 mM)
oldatot alkalmaztunk minden izolalt szervi vizsgalatunkban (igy a masodik kisérleti

elrendezésben is) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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Masodik kisérleti elrendezés — BGP-15-kezelt nyulak vizsgalata

Allatkisérleteink soran him New Zealand tipust nyulakat (2700-3200 g) alkalmaztunk (Charles
River Laboratories Inc., Wilmington, MA, USA). Az allatokat 12-12 6ras nappal-éjszaka
ciklusban tartottuk, a vizsgalatok megkezdése eldtt 2 hetes adaptacids idot biztositottunk. A
hiperkoleszterinémia, esetleges ateroszklerotikus kardiovaszkularis betegségek kivaltasara az
allatokat ,,aterogén” diétan tartottuk 4 héten at. Az aterogén tap 1% hozzaadott koleszterint és

5% telitett zsirt tartalmazott.

4.3. Vizsgélatok kivitelezése

Els6 kisérleti elrendezés - izolalt trabecula vizsgalata
Trabecula preparalasa

A mintak nyitott szivsebészeti mitétekbdl (foként bypass €és billentylimiitétek) szarmaztak. A
szovetdarab a kaniilacio soran, még a cardioplegia el6tt keriilt eltavolitasra. A mintat hideg,
karbogénnel dusitott Krebs-oldatot (4°C, 95% O2, 5% CO2, pH= 7,4) tartalmaz6 f6z6poharban,
rovid id6n beliil (5 perc) a kisérlet helyszinére szallitottuk. Ezt kovetden a szovetdarabot egy
4°C hémeérsékletli, karbogénnel dusitott Krebs oldatot tartalmazé preparalokadba helyeztiik és
6vatosan kimetszetiink egy 0.5-1.5 mm széles, 3-6 mm hosszu izomkoteget a pitvardarab bels
(endocardiummal boritott) felszinér6l. A megtisztitott trabecula két végét sebészi fonal
segitségével, egy 10 ml térfogati szervkad (TSZ-04, Experimetria, Budapest) aljahoz és egy a
szervkad folotti transzducerhez (SD-01, Experimetria, Budapest) rogzitettiik, 10 mN nyugalmi
fesziilés mellett. A szervkad szintén Krebs-oldatot tartalmazott (pH=7,4; 36 °C), melyet
karbogénnel (95% Oz és 5% CO) oxigenizaltunk a kadhoz tartozo pipan keresztiil. Az
izomrostot platinaelektroddal, a kiiszobfesziiltség masfélszeresével (7-20 V, 1 Hz, 2 ms
impulzusszélesség), pontszerlien ingereltiik, melyhez programozhatd stimulatort (ST-02,
Experimetria, Budapest) ¢és erdsitét (PST-02, Experimetria, Budapest) hasznaltunk. A
kontrakcios erdt az izometrias 6sszehuzodasok amplitidojaval jellemeztiik, melynek méréseéhez
transzducert és jelerdsitot (SG-01D, Experimetria, Budapest), rogzitéséhez pedig poligrafot (R-
61 6CH, Medicor, Budapest) alkalmaztunk (4. abra).
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4. abra: A preparalas folyamata. A kapott mintat a preparalas soran 4°C-os, oxigenizalt Krebs oldatban
tartottuk, majd a trabeculat a szervtartd kadba helyeztiik, ahol biztositottuk a megfelelé homérsékletet
(35,5°C), valamint a folyamatos oxigén- és tapanyagellatast.

Oldatok készitése

A vizsgalat napjan adenozinbol, isoproterenolbol, propranololbol és BGP-15-b61 10 mmol/l-es
torzsoldatokat készitettiink. Oldoszerként Krebs oldatot alkalmaztunk az isoproterenol
kivételével, ahol is fiziologias sdoldatot hasznaltunk. A térzsoldatokbol 10x tovafutd higitasi

sort készitettiink.
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Protokoll

Vizsgalataink soran 2 protokollt alkalmaztunk, melynek az elokészitése, illetve kezdeti elemei

megegyeztek (5. abra).

A preparatumokat 45 percen keresztiil inkubaltuk folyamatos oxigénellatas mellett. Tobbszori,

eldmelegitett Krebs oldattal torténd mosassal biztositottuk a megfeleld tapanyagellatast.

Az inkubacids id6 letelte utan a preparatumokon harom, egymast kovetdé adenozin
koncentracio-hatas (E/c) gorbét vettiink fel (0.1 pmol/I-t61 1 mmol/l-ig), melyeket elészor 30,
ezutan 15 perces mosasi periddus kiilonitett el. A két elsd adenozin E/c gorbe a preparatum
edzését szolgalta (megfigyeléseink szerint a mintak mitkddése jelentdsen javult hatasukra), mig
a harmadik célja (a tovabbi edzés mellett) a minta adenozinnal szembeni valaszkészségének

felmérése volt. A harmadik adenozin E/c gorbét egy ujabb 15 perces mosas kovette.

I. Prokotoll — Indirekt hatas: a BGP-15 indirekt (prestimulalt) hatasanak tanulmanyozasahoz az
adenozinos kezelést kovetden isoproterenol E/c gorbét vettiink fel 1 nmol/1-t61 0.1 mmol/I-ig.
Mivel az isoproterenol erésen aritmogén hatasu, igy nem minden esetben pipettaztuk a mintara
a tdoményebb koncentraciokat is. Amikor mar nem nétt tovabb a kontrakcids erd, esetleg
egyenetlenné valt, az isoproterenolt Krebs oldattal kimostuk a szervkadbol. Ezt az E/c gorbét
is mosas kovette (30 perc). Az isoproterenol E/c gorbéje alapjan kiszamoltuk a pozitiv inotropia
szempontjabol félhatdsos koncentraciot, majd a mosasi peridodus letelte utdn ezt a dozist
pipettaztuk a mintankra. Miutan a hatas stabilizalodott, a preparatumokon BGP-15 E/c gorbét
vettiink fel (0.1 pumol/I-t61 1 mmol/l-ig). Ezt mosas és 50 perc inkubacid kovetett. Ezutan ismét
bemértilk az isoproterenol félhatdsos koncentraciojat, majd a hatds kialakuldsa és

stabilizalodasa utan propranolol E/c gorbét vettiink fel (10 nmol/1-t61 0.1 mmol/I-ig).

BGP-15E/c

n=6

n=10
Propranolol E/c
3x Adenozin E/c =
n=26
ISO ECs, ISO ECjs,
IS? Elc BGP-15 E/c Propranolol E/c
n=16
=16 n=16

5. 4bra: Human trabeculin végzett protokoll sematikus abraja. E/c: koncentracio-hatas gorbe; ISO:
Isoproterenol; EC50: félmaximalis koncentracié; BGP-15: O-(3-piperidin-2-hidroxi-1-propil) nikotinsav
amidoxim hidroklorid
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I1. Protokoll — Direkt hatas: A BGP-15 direkt hatasanak vizsgalatahoz isoproterenol E/c gorbét
nem vettiink fel, mivel a prestimulécio nélkiili BGP-15 és propranolol hatdsokra voltunk
kivancsiak. Ebben a kisérleti elrendezésben a harmadik adenozin E/c gorbét kovetd 15 perces
mosasi periodust BGP-15 vagy propranolol E/c gorbe kovette. Sajnos a mintaink a nagyobb
koncentraciok bemérése utan nem tudtak regeneralodni, még hosszas pihentetést (50 perc) utan

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

A koncentracio-hatéas gorbék kiértékelése

Az egyes E/c gorbék kiértékeléséhez az egyes regisztratumoknak két kritériumnak kellett
megfelelni:

1. A nyugalmi kontrakcios er6é legyen legalabb 1 mN. Az inkubaciés id6 elején a mintak
kontrakcids ereje jellemzden csekély volt, a harmadik adenozin E/c gorbét kdvetéen viszont
jelentésen megemelkedett és ebben az allapotban stabilizalddott, igy ezt definidltuk nyugalmi
kontrakcios eréként. Ha valamilyen okbdl a kontrakcids erd elenyész0 maradt (nem érte el az

1 mN-t), a mintat kizartuk a kisérletbol.

2. Az ingerelt pitvari trabecula aktivitasa legyen szabalyos. Szabalytalan mikodés esetén a

minta kizarasra kerult.

A gorbek kiértékelésekor a kontrakcios er6t a slirlin egymas utan regisztralt egyedi

0sszehuzodasok also és felsd burkologorbéjének tavolsagakeént (amplitido) értelmeztiik.

Negativ inotrop hatas az adenozin, a BGP-15 és a propranolol esetén jelentkezett. Kiindulasi
kontrakcios erdnek a legkisebb koncentracié beadasa el6tti allapotot tekintettiik. Az adott
koncentracio hatdsara kialakult legkisebb kontrakcios erdt vettiik alapul a hatas kiszamitasadhoz,

melyet a kiindulasi kontrakcios er6 szazalékos csokkenéseként definialtunk:

F,—F

E= -100%

0
ahol: E: a hatas; Fo: kiindulasi kontrakcios ero; F: az aktualis kontrakcios ero.

Pozitiv inotrop hatas isoproterenol beadasa utan alakult ki. Kiindulasi kontrakcios erdnek itt is
a legkisebb koncentracié beadasa eldtti llapotot vettiik, az adott koncentracidra kialakul6 hatas
szamitasahoz pedig a beadas utan kialakul6 legnagyobb kontrakcios erét hasznaltuk fel. A

hatast ebben az esetben a kiindulasi kontrakcios er6 szazalékos novekedéseként definialtuk:
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E:F;FO~100%

0
ahol: E: a hatas; Fo: kiindulasi kontrakcios erd; F: az aktualis kontrakcios erd. (Természetesen
ez utobbi jelenséggel csak az indirekt protokollban kellett szamolni, hiszen direkt protokoll

alkalmazasakor nem volt isoproterenol E/c gorbe.)

Ritkan és atmenetileg el6fordult, hogy adenozinra, BGP-15-re és propranololra pozitiv inotrop
valaszt, illetve az isoproterenolra negativ inotrop valaszt kaptunk, am ezeket figyelmen kiviil

hagytuk.

Masodik kisérleti elrendezés — BGP-15-kezelt nyulak vizsgalata
Allatok kezelése

I. Protokoll: hiperkoleszterinémias (HC, n=10, magas koleszterintartalmu tap), illetve a korban
azonos kontroll (n=6, standard tap) nyulakat alkalmaztunk. A hiperkoleszerinémias allatokat
16 héten keresztiil 1%-o0s koleszterintartalmu aterogén tappal etettiik, ezt kovetoen vettiik fel a
kezdeti értékeket. Ketamin-xilazin (30/3 mg/ttkg i.m.) altatds mellett regisztraltuk az
echokardiografias kiindulasi értékeket, majd az allatok 10 mg/ttkg BGP-15 i.v. bolust
(fiziologias sooldatban oldva) kaptak fiilvénan keresztiil. A disztribuciora 20 perc varakozasi
id6t adtunk, majd Gjra echokardiografias vizsgalatnak vetettiik ala az allatokat. A statisztikai

elemzéshez az alabbi négy alcsoportot hoztuk 1étre:

1) Kontroll csoport kiindulasi koriilményekkel (Kontroll Pre)

2) Az eléz6vel megegyez6 Kontroll csoport BGP-15 kezeléssel (Kontroll Post BGP-15)
3) HC allatok kiindulasi koriillményekkel (HC Pre)

4) Az elézdvel megegyezd HC csoport BGP-15 kezeléssel (HC Post BGP-15).

I1. Protokoll: vizsgalatainkat egy masik populacion végeztiik. 3 csoportot alakitottunk ki:

1) Kontroll csoport (n=10): standard tap
2) Hiperkoleszterinémias csoport (HC, n=10)
3) BGP-15 kezelt hiperkoleszterinémias csoport (HC+BGP-15, n=10).

Utobbi két csoport 4 honapon keresztiil kapott aterogén tapot (1% koleszterinnel dasitva). A
HC+BGP-15 csoport napi 10 mg/ttkg oralis BGP-15 kezelésben részesiilt (sooldat formajaban).
A Kkisérlet végpontjan echokardiografias vizsgalatokat végeztiink, melyet fiilvénan keresztiil

torténd vérvétel kovetett. Masnap az allatokat elaltattuk, thoracotomiat kovetéen az aorta
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thoracicat tovabbi ex Vvivo vizsgalatokhoz eltavolitottuk. A szivet jéghideg (4°C-0s) Ca?*-
mentes Krebs oldatba helyeztiik, valamint folyékony nitrogénben fagyasztott szovetmintakat
gytjtottiink késdbbi molekularis biologiai €s izolalt kardiomiocita vizsgalatokhoz. Az egyes
szervek (tiid6, vese) tomegét megmértiik, meghataroztuk a tibia hosszat (n=5). 3 nyul/csoport

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

(6. abra).

|. Protokoll (egyszeri bolus BGP-15,i.v.)
NZW nyulak START MODELL KIALAKITASANAK VEGPOTNTJA
HET:0. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16.
n=6 - *y Percek:  -15. -10. -5. 0. 5 10. 15. 20.
L L =i E— om— _— = -
m— e e = i
L—Standard tap (Kontroll) IKEZDETI echo BGP-15 VEGPONT echo
(Kontroll Pre) 10 mg/kgiv. (Kontroll Post BGP-15)
Minutes: -15. -10. -5. 0. 5. 10. 15. 20.
el ———m ===
Aterogén tap (HC) |KEzDETIecho | BGP-15 VEGPONT echo
(HCPre) 10 mg/kgiv. (HC Post BGP-15)
4 végpont csoport: 2-utas IM-ANOVA
1. Protokoll (hosszu tavi BGP-15, p.o.)
START KEZELES VEGPONTIA
Weeks:0. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. — =
n=10 2
) Torakotémia,  Westernbicy
— Standard tap (Kontroll) VEGOONT S ex vivo érvizsgalatok —
—— + vivGanyag (p.o., naponta) (Kontroll) Szoveti mintagy(jtés
¢ titin assay
-
> Aterogén tdp (HC) T . g /} ¢ Izoldlt kardiomiocita
—— + vivGanyag (p,o,l naponta) (HC) ')Q bs kontraktilitdsanak
B mérése
= Aterogén tap (HC+BGP-15) ) — = —
VEGPONTT echo
‘—— + BGP-15(10mg/kg, p.0., naponta) (HC+BGP-15)
3 végpont csoport: 1-utas ANOVA

6. abra: Masodik kisérleti elrendezésiinkben alkalmazott protokollok. Az. I Protokoll soran az akut hatast
tanulmanyoztuk. Egészséges kontroll és 16 hetes aterogén tapon tartott nyulak esetén vizsgaltuk az egyszeri,
i.v. bolusként beadott BGP-15 hatasat. A két csoport (Kontroll, HC) idében azonos lefutdsu adatainak a két
adott idépontban (BGP-15 injekcid elbtt és utan) torténd Osszehasonlitdsahoz két utas ismételt méréses
ANOVA-t alkalmaztunk. A hosszt tavi (kronikus) kezelés soran az egészséges kontrollokat a HC és BGP-15
kezelt csoportokkal hasonlitottuk &ssze. A BGP-15-6t oralisan adtuk mar az aterogén diéta kezdetétdl. A
harom csoport végpontjait egyutas ANOVA-val illetve Tukey poszt-teszttel hasonlitottuk Gssze.

Echokardiografia

A transzthoracalis echokardiografiat ketamin-xilazin (30/3 mg/ttkg i.m.) anesztézia mellett
végeztiik. Az allatok mellkasszorzetét eltavolitottuk, a vizsgalat soran az adatgytijtést az

Amerikai Echokardiografiai Tarsasag ajanlasai alapjan végeztiikk [220, 221]. Vidid E9 tipusu
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ultrahangos képalkot6 eszkozt hasznaltunk, 12 S-D tipusu transzducerrel (GE Healthcare, New
York, NY, USA). A felvételeket paraszternalis hossztengelyi és rovidtengelyi illetve csucsi
metszetben készitettiik el. Az ejekcios frakciot (EF), frakcionalt rovidiilés (fraction shortening,
FS), miokardialis falvastagsagot szisztolé¢ és diasztolé esetén, bal pitvar (left atrial, LA)
nagysagat, aortaatmérdt (Ao), mitralis- és trikuszpidalis annulus szisztolés csucskitérését
(MAPSE, TAPSE) M modban allapitottuk meg. Meghataroztuk a szivfrekvenciat (heart rate,
HR), a ver6térfogatot (stroke volume, SV), a perctérfogatot (cardiac output, CO) és a kalkulalt
bal kamra tomegét. Pulsed wave Doppler (PW) és szoveti Doppler (tissue Doppler imaging,
TDI) echokardiografias vizsgalatokat végeztiink, mely alapjan képet kaptunk a korai (E) és
kés6i (A) mitralis bearamlési csticshullamokrol, ezek aranyardl (E/A) €s a deceleracios id6rol
(deceleration time, DecT). A falmozgéasokat a mitralis annulus szeptalis részén TDI e’ és a’
hullamok, valamint ezek ardnyaval (e’/a’) kalkulaltuk, az E/e’ érték mellett. Mindezeken tul
meghataroztuk az ejekcids id6t (ejection time ET), izovolumetrias kontrakcids és relaxacios
id6t (isovolumic contraction and relaxation time, IVCT, IVRT), valamint a Tei-indexet
(miokardialis teljesitmény index, Myocardial Performance Index, MPI), utobbit az
IVRT+IVCT/ET képlet alapjan. Az aorta billentyilik vizsgalatakor a bal kamrai kidramlasi
traktus (left ventricle outflow tract, LVOT) nyomas- (pressure gradient, PG) és sebességértékeit
(velocities, V) 1s meghatarozhattuk. Spekcle tracking echokardiografiat offline, apikalis
poziciobdl (apical long axis, APLAX) és négy kamrai nézetb6l EchoPAC PC software (ver.
112, GE Healthcare, New York, NY, USA) Q-analysis/2D Strain opcioban kiviteleztiik. A
kamrai falszegmenseket manudlisan jeloltiik ki, majd az izovolumetrids relaxacids periddus
alatti stain rate (SR IVR), valamint a Globalis Longitudinalis Strain-t (GLS) és a kalkulalt
E/SRIVR aranyt megallapitottuk.

Szérum paraméterek és morfometria

A vérmintakat a kisérlet végpontjan, 12 6ras ¢heztetést kovetden, fiilvénabol vettiik. A szérum
paramétercket a Roche Cobas Integrated felhasznalasaval hataroztuk meg (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Germany).

Az allatokon testsulymérést kovetden, mély anesztézia mellett thoracotomiat hajtottunk végre.
A szivet, tiidot, majat €s vesét eltavolitottuk (n=5/csoport), tomegiiket analitikai mérlegen
mértiik meg. 5 éallatbdl izolaltuk a bal kamrat, tdmegét meghataroztuk és normalizaltuk a tibia
hosszara. A bal kamrat 4%-os formalin oldatban taroltuk a szévettani vizsgalatokhoz. A vesét,

tiidot és majat egy éjszakan keresztiil 60°C-on hagytuk, majd a nedves/szaraz szovet aranyat
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kalkulaltuk. Tovabbi 5 allat bal kamra mintait a thoracotomiat kovetoen azonnal kimetszettiik,
4°C-0s Ca?-mentes Krebs oldatba helyeztilk, majd folyékony nitrogén segitségével
gyorsfagyasztottuk €s a molekularis bioldgiai és az izolalt miocita vizsgalatokig -80°-on
taroltuk. Az aorta thoracicat kimetszettiik, a disztalis részét tovabbi ex Vvivo vizsgalatoknak
vetettiik ald, mig a proximalis részt 4%-0s formalin oldatban taroltuk a szovettani

vizsgalatokhoz.

Szovettan

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

szazalékos értékben adtuk meg (n=3/csoport, 3-5 metszet/allat).

Az aorta thoracica paraffinba agyazott, 5 pm vastagsagu szeleteit Movat-féle pentakrém
festéssel festettiik meg, lathatova téve igy az ateroszklerotikus plakkokat (n=3/csoport, 3-5
metszet/allat). A gyart6 altal ajanlott festési protokollt kovettiik (Abcam Plc., Cambridge, UK),
majd a megfestett szeleteket mikroszkop segitségével vizsgaltuk (40x vagy 100x nagyitas). Az
intima és media vastagsagat a Scion Image Windows software (ver. 4.0.2., Scion Corporation,

USA) hossztsag-mér6 funkcidjaval hataroztuk meg, majd kiszamoltuk az intima/media aranyt.

Izolalt érgytir( vizsgalata

Thoracotomiat kovetden az aorta thoracica disztalis végébdl egy 2 mm vastagsagi szakaszt
metszettiink ki, melyet azonnal 4 °C-os Krebs oldatba helyeztiink. Ezt kdvetéen a mintat
preparalokadban megtisztitottuk, értartd drotok (,,vallfak™) segitségével teflon szervatartora
rogzitettiik, majd 36°C-os Krebs oldatot tartalmazoé szervkadba helyeztiik (pH=7,4), 10 mN
nyugalmi fesziilés mellett. A mintdk oxigénellatasat a pipan bearamlé karbogén (95% O2, 5%
CO») biztositotta. A mintak kontrakcios értékeit transzducer segitségével (SD-01; Experimetria
Ltd., Hungary) mértiik, illetve SPEL Advanced Isosys software (SOFT-02; MDE GmbH,

Heidelberg, Germany) segitségével regisztraltuk és értékeltiik. A mintakon harom E/c gorbét
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vettiink fel: noradrenalin (NA), acetilkolin (Ach) ¢és adenozin-5’-trifosztfat (ATP)
felhaszndlasaval. Az Ach ¢és ATP koncentracid-hatds gorbék eldtt az érgylriiket
regisztralt noradrenalin E/c gorbe alapjan hataroztunk meg. A noradrenalin E/c gorbe utan egy
75 perces mosasi periodust iktattunk be, a tobbi esetben 45 perceseket. Az azonos allatbol

szarmazo6 mintak értékeit atlagoltuk (4 gytirti/allat).

Noradrenalin esetében a kontrakcios eré novekedését, ATP esetén a csokkenését (relaxacio)
vettiik valasznak. Ach esetében a relaxaciot vettiik figyelembe, ha az érgytiri fesziilése az adott
dozis bemérését kovetden Kisebb, illetve kontrakcioval szamoltunk (méghozza a kontrakcio

maximalis értékével), ha nagyobb értéken stabilizalodott.
A kiértékelés Ach és ATP esetén az alabbi képlet segitségével tortént:

F,—F

E= -100%

0
ahol: E: a hatas; Fo: kiindulasi kontrakcids erd; F: az aktualis kontrakcios erd. (Ez a képlet a

kontrakciot negativ relaxdcionak értelmezi.)

Noradrenalin esetén a kdvetkezd képlettel kalkulaltunk:

E:ﬂ.loo%

0

Western blot

Minden fehérjeizolalashoz 300 mg mély-fagyasztott miokardium mintat hasznaltunk fel. A
szovetet poritast kovetden a kovetkezo dsszetételii oldatban homogenizaltuk: 25 mM Tris-HCI,
pH=8,25 NaCl, 4 mM Na-ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10 nM okadaic-
sav, 0,5 mM EDTA, ImM PMSF, proteazinhibitor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Az
dsszfehérje koncentraciot QuantiPro™ BCA Assay Kit segitségével hataroztuk meg (Sigma-
Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Germany). A fehérjéket (10 pg/zseb) SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztottuk szét, majd nitrocelluloz membranra
transzferaltuk elektro-blottolassal (40 mA 120 perc). A 3%-os BSA blokkolast kovetéen, a
membranokat 4°C-on a kovetkez6 primer antitestekkel inkubaltuk (zarojelben az alkalmazott
higitas): anti-szarkoplazmatikus/endoplazmatikus retikulum kalcium ATP-az 2a (SERCAZ2a;
1:2500), anti-hésokk fehérje 72 (Hsp72; 1:5000), anti-vazodilatatorral stimulalt foszfoprotein
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(VASP; 1:1000), anti-foszfo(Ser239)- vazodilatatorral stimulalt foszfoprotein (p-VASP;
1:1000), anti-foszfodiészteraz 9a (PDE9A; 1:2000), anti-foszfodiészteraz 5a (PDESA; 1:1000),
anti-foszfolamban (PLB; 1:2000), anti-foszfo(serl6)-foszfolamban (p-PLB; 1:2000), anti-
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH, mint haztartasi fehérje; 1:20000) (Sigma-
Aldrich-Merck KGaA és Abcam Plc, Cambridge, UK). Az antitesteket a gyartoi eldirasoknak
megfeleld higitdsokban alkalmaztuk. Az el6hivashoz tormaperoxidaz-kapcsolt masodlagos
antitesteket, valamint kemilumineszcens reagenst hasznaltunk (WesternBirght™, ECL,
Advansta Inc, Menlo Park, CA, USA). A detektalast ¢s a kiértékelést Image Studio Digits ver.
5.2. software-rel (LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) rendelkez6 C-Digit® blot scanner
segitségével végeztikk. Az adatokat harom fliggetlen vizsgalat alapjan atlagoltuk (n=6
minta/csoport). A fehérje expresszidét a kontroll csoporthoz viszonyitottan, a pixelsiiriiség

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

A miokardium cGMP-tartalmanak meghatarozasa

crer

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

pmol/mg szdvet értékként fejeztik ki.

Titin esszé

A miokardium mintékat relaxal6é pufferben homogenizaltuk, majd centrifugaltuk. A sévokat
azonos mennyiségli fehérje ¢€s titin izoformaval toltottik fel, a vizsgalatot agardzzal
megeroésitett 1,8%-0s géleken SDS-PAGE modszerrel végeztilk. A titin és az izoforma
analiziséhez a géleket Coomassie kék fehérjefestékkel (Reanal Kft., Budapest, Mo.) festettiik.
Ezen tilmenden Western blot mddszerrel azonositottuk az 6ssz foszfo titin (szerin, treonin
aminosavak foszforilalasa), valamint a PS4080 specifikus foszforilacié mértékét, melyeket a
total protein értékekre normalizaltunk. Utobbi jelentdségét adja, hogy ebben a pozicidban

talalhato szerin PKG specifikusan foszforilalodik.
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In vitro kolorimetrids PDE1 kit

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

4.4. Statisztikal elemzés

Az egyes csoportokra vonatkozo6 adatokat szamtani k6zép = SEM (standard error of the mean)

forméban adtuk meg.

Az elso kisérleti elrendezésben az adatok normalitasat D'Agostino & Pearson omnibus €s

Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk.

Két csoport kozépértékeit kétmintds Student-féle t teszttel (normal eloszlas, homogén
varianciak), kétmintds Welch-korrigélt t teszttel (normdl eloszlés, szignifikdnsan kiilonb6zd
varianciak) vagy Mann-Whitney U teszttel (nem-normal eloszlas) hasonlitottuk dssze. Kett6nél
tobb csoport kozépértékeit egyutas ANOVA-val és az azt kdvetd Tukey post hoc teszttel
(normal eloszléas) vagy Kruskal-Wallis teszttel ¢s Dunn post hoc teszttel (nem-normal eloszlas)
hasonlitottuk ossze. A kozépértékek eltérését p < 0.05 értéknél tekintettiik szignifikansnak. Az
adatokat Microsoft Excel 2013 szoftver segitségével taroltuk és rendszereztiik, az elemzést és
az abrak készitését GraphPad Prism 8.4.2. szoftverrel (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA) végeztiik.
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A masodik kisérleti elrendezés 1. Protokolljaban az echokardiografia alapértékeit és a 20 perccel
a BGP-15 beadéasat kovetd értékeket hasonlitottuk Ossze, mind kontroll, mind
hiperkoleszterinémias nyulak esetén. Két utas ismételt méréses ANOVA-t hasznaltunk, mivel
a modszer lehetdvé teszi két végpont kozotti, egymas mellett futd adatok 6sszehasonlitasat a
két faktor (a BGP-15 kezelés és az aterogén tap) befolyasold hatasanak figyelembevételével.
Emellett kalkulaltuk a két faktor kozotti interakcios értéket.

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

alkalmaztunk.

Az analizist GraphPad Prism 8.4.2. szoftverrel végeztiik (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA), a kiilonbséget p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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5. Eredmények

5.1. Els6 kisérleti elrendezés - [zolalt trabecula vizsgélata

5.1.1. Jobb pitvari mintak kontrakcids ereje

A direkt (n=10) és indirekt (n=16) mintak homogénnek bizonyultak a nyugalmi kontrakcids eré
tekintetében. A direkt csoport (melyben a mintakat nem kezeltiik isoproterenollal) két
alcsoportjaban (BGP-15: n=6 és propranolol: n=4) szintén nem volt kiilonbség a nyugalmi

kontrakciods értékek kozott.

Azon mintdk esetén, melyek isoproterenol kezelésben részesiiltek, az 1SO-ra adott valasz
alapjan négy tipust kiilonitettiink el: konzekvensen negativ inotrop valaszt adé (n=2), gyenge
pozitiv inotrop valaszt add (n=5), erds pozitiv inotrop valaszt adé (n=7), valamint extrém erds
pozitiv vélaszt addé (n=2). A tovabbiakban a gyenge és erds pozitiv inotrop valaszt adod
alcsoportokat indirekt csoporttd vontuk 0ssze (n=12), igy az indirekt csoportba olyan mintak
tartoztak, melyek pozitiv inotrép valasza 0%-nal nagyobb, ugyanakkor 100%-nal nem volt
nagyobb. Maga a nyugalmi kontrakcios er6 a gyenge alcsoportban nagyobb volt az erds
alcsoporttal 6sszehasonlitva, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikans. Osszefoglalva, a jelen
vizsgalatban a mintdk nyugalmi kontrakcios ereje hasonld volt (leszamitva az isoproterenol
kezelésre extrém erds valaszt ado két mintaét, melyek a negativ valaszt adokkal egyiitt kizarasra

keriiltek) (7. abra).

38



Z 409
E
g
© 30-
%]
2
)
Y
© 20- _
} -
-+
o
L
‘= 10+-- Indirekt atlag
£ Atlag+SEM
. Direkt atlag
©
o)
-]
> 0
Z 12 3 45 6 7 8 9101112213 141516 1 2 3 4 56 6 7 8 9 10
Human pitvar mintak
Z
£ 15
0
| .
= T
O 101 T
(@]
£
©
+=
S
~ sh
.é = =
©
o)
>
= U
> v [ =
'\'bél/\ Sl & q}'b% & & 7
LV & o N KN KL
OEES AN e VN ES PR
Q’z}) 'b\<\ Q,Q’v//oj\ o'bv~ 7 & \(\/ \{l\o £ &L
© ¢ Ve &
<3 &

7. abra: Human jobb pitvari mintak kontrakcios ereje a harmadik adenozin E/c gorbét koveté mosasi
periddus végén. Fent: a direkt és indirekt mintak egyedi kontrakcios erdi, lent: a csoportatlagok (atlag=SEM)

keriiltek abrazolasra. Ures oszlopok: indirekt csoport, sotét oszlopok: direkt csoport. E/c: koncentracids-hatas;

SEM: standard error of the mean. (Sajdt eredmények, G.R. és E.T. segitségével)
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5.1.2. Adenozinra adott valasz

A mintak adenozinra adott valaszait a 3. adenozin E/c gorbe alapjan értékeltiik. Az adenozin
direkt negativ inotrop hatasa minden csoportban hasonl6 volt, mutatva a mintak homogenitasat,

hiszen az adenozin E/c gérbéig minden minta azonos beavatkozasokon ment keresztiil (8. abra).
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8. abra: Adenozin hatisa human jobb pitvari mintikra indirekt és direkt csoportok esetén, a harmadik
adenozin E/c gorbét kovetéen. Az X tengely az adenozin koncentracid logaritmusat tiinteti fel, mig az Y
tengely a kontrakcios erd szazalékban kifejezett csokkenését. (Mivel az ISO kezelés a protokoll késébbi
szakaszaban kovetkezett, itt minden minta esetén a direkt negativ inotrop hatas lathatd). A jelolések az
adenozin hatdsanak atlagat mutatjdk az egyes csoportok és alcsoportok esetén. A BGP-15, PROP, Eros,
Gyenge csoport elnevezések a protokollok késobbi szakaszaira utalnak. SEM: standard error of the mean.
(Sajat eredmények, G.R. és E.T. segitségével)
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5.1.3. Isoproterenolra adott valasz

Az isoproterenolra a mintak (kettd kivételével) pozitiv inotrop valaszt adtak. A pozitiv

valaszokat erdsségiik alapjan osztalyoztuk:

A) gyenge valasz: ha a valasz maximuma nem érte el az 50%-ot (azaz a nyugalmi
kontrakcio kevesebb, mint 50%-kal emelkedett)
B) er6s valasz: ha a maximum 50-100% kozott volt

C) extrém erds valasz: ha a maximum nagyobb volt, mint 100%.

Az elézbekben leirtaknak megfelelden a negativ inotrop €s extrém erds pozitiv inotrop valaszt

add mintakat kizartuk a tovabbi elemzésbol.

Szinte minden isoproterenolra adott valasz esetén szignifikans volt a kiilonbség az erds és a

gyenge csoportok kozott (9. abra).
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9. abra: Isoproterenol (ISO) hatasa a human jobb pitvari mintakra. Az X tengely az isoproterenol
koncentracio logaritmusat, mig az Y tengely a nyugalmi kontrakcids eré szazalékban kifejezett emelkedését
mutatja. A jelolések az ISO hatasanak atlagat mutatjak az egyes adathalmazok esetén (=SEM), illetve a bal
abran lathatjuk két minta egyéni valaszat ISO-ra (extrém erds valasz I. és I1.). Jobb oldalon az Indirekt csoport
két alcsoportjat lathatjuk. A csillagok a két alcsoport kozotti szignifikans eltérést mutatjak az adott ISO
koncentracio esetén (**: p < 0.01;***: p < 0.001); SEM: standard error of the mean. (Sajdt eredmények, G.R.
¢és E.T. segitségével)

Mindkét csoport esetén az isoproterenol hatasanak fo6 jellemz6i (a maximalis valasz és a
félhatasos koncentracio) negativ korrelaciot mutattak a nyugalmi kontrakcios erével, ami nem

volt szignifikans (Pearson r= 0.41, p=0.19; Spearman r=0.32, p=0.31) (10. abra).
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10. abra: A human pitvari mintak nyugalmi kontrakcids erejének kapcsolata az isoproterenolra adott
maximalis pozitiv inotrép valasszal (balra), tovabba az ISO potencidjaval (az ISO félmaximalis

crer

korszimbolumok a Gyenge alcsoport mintait jelolik. A pontozott vonal az illesztett egyenest abrazolja, mig a
pontozott gorbék a 95%-0s konfidencia hatarokat. (Mivel nem volt statisztikailag szignifikans korrelacié az
egyes paraméterek kozott, a regresszios egyenesek és gorbék csak illusztraciok.) (Sajat eredmények, G.R. és
E.T. segitsegével)

5.1.4. Propranololra és BGP-15-re adott valasz

Mind a propranolol, mind a BGP-15 erételjes, koncentracio-fliggd negativ inotrop hatast fejtett
ki az ingerelt mintainkra, direkt és indirekt protokoll esetén egyarant (11. és 12. abra). Ez a két
hatas tobb hasonlosagot is mutatott (példaul a hatds maximumat tekintve), azonban néhany

fontos kiilonbség is megfigyelhetd a propranolol és a BGP-15 hatasa kozott.

A legnagyobb kiilonbséget a két vegyiilet potencialjaban tapasztaltuk: a BGP-15 kevésbé
bizonyult potensnek a propranolollal dsszehasonlitva (mind a direkt, mind az indirekt hatas
tekintetében) (11. abra). Ugyanakkor a BGP-15 erételjesebb direkt negativ inotrop hatast fejtett
ki, mig propranolol esetén jelentésebb az indirekt negativ inotrop hatas, ami féleg a nagyobb
koncentracioknal figyelhet6 meg (11. abra). Emellett a BGP-15 indirekt negativ inotrop hatasa
kozepes és nagyobb koncentraciok esetén kifejezettebb volt azokon a mintakon, melyek
isoproterenolra is erdteljesebb valaszt adtak. Ezzel ellentétben a propranolol esetén nem volt
szignifikans kiilonbség az isoproterenolra adott valaszok alapjan kialakitott két csoport kozott

(egy ilyen tendencia azonban megfigyelhetd) (12. abra).
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11. abra: A BGP-15 (fent és balra) és a proranolol (PROP, fent és jobbra) hatdasa a human jobb pitvari
mintakra ISO eldstimulaciéval (Indirekt csoport) vagy anélkiil (Direkt csoport). Az X tengely az adott
csOkkenését). A jelolések a csoportok atlagértékeit reprezentaljak (=SEM). A csillagok az egyes csoportok
valasza kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak (*: p<0.05; **: p<0.01). SEM: standard error of the mean.
(Sajat eredmények, G.R. és E.T. segitésével)
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12. abra: A BGP-15 (balra) és a propranolol (jobbra) hatasa a human jobb pitvari mintakra ISO
prestimulaciot kovetoen (Indirekt csoport). A mintakat az ISO-ra adott valasz alapjan csoportositottuk (Erds

s

pedig a kontrakcios eré szazalékos csokkenését. A jelolések az egyes alcsoportok atlagértékeit mutatjak
(£SEM). A csillagok a két alcsoport kdzotti szignifikans eltéréseket jeldlik (*: p<0.05). SEM: atlagtol vald
atlagos eltérés; (Sajat eredmények, G.R. és E.T. segitségével)

A diabétesz mellitus BGP-15-re gyakorolt hatasanak megismeréséhez kettébontottuk az
indirekt csoport adenozin, ISO és BGP-15 gorbéit a betegek anamnézisében szerepld
diabéteszes allapot szerint. Az eredmények nagymértékben egybevagtak a korabbi
megfigyeléseinkkel, mely alapjan a Gyenge és Erds alcsoportot 1étrehoztunk. Az ISO és a BGP-
15 szignifikansan nagyobb hatast fejtett ki diabéteszes mintdk esetén dsszehasonlitva a nem
diabéteszes mintakkal (12. abra). Ennek oka minden jel szerint a nagy atfedés az indirekt
csoport Erés alcsoportja és a diabéteszes csoport kozott. Az indirekt csoport 12 mintajabol 7
adott erés valaszt az isoproterenolra, ebbdl a 7 erGs valaszt adobol pedig 4 anamnézisében
szerepelt a diabétesz. Ezzel ellentétben az ISO-ra gyenge valaszt add csoport 5 mintajabol egyik
sem bizonyult diabéteszesnek. Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
diabétesz mellitus az egyik f6 (ha nem a legfébb) oka a mintak emelkedett SO

érzékenységeének.

Sajnalatos modon az alacsony mintaszam nem teszi lehet6vé annak differencialast, hogy az 1.
vagy a 2. tipusu diabétesz mellitus (esetleg mindkettd) felelds-e a leirt jelenségért. Ugyanakkor
az altalunk felhasznalt mintakban a 2. tipusu diabétesz mellitus talsulyat tapasztalhatjuk: 7/9/22
(2. tipusu diabétesz mellitus/minden diabéteszes beteg/minden beteg; a direkt és az indirekt

csoportokban Gsszesen), illetve 3/4/12 (csak az indirekt csoport esetén).
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13. abra: Az adenozin (Ado; fent), az isoproterenol (ISO; balra) és a BGP-15 (jobbra) hatasa a human
jobb pitvari mintiakra az Indirekt csoportban az ismert (mindkét tipust) diabétesz mellitus megléte (DM)
vagy hianya (nem DM) alapjan valo dichotomizalast kovetéen. Mig az adenozin hatasa direkt, a BGP-15
hatasa indirekt (vagyis elézetes ISO prestimulaciot kapott a minta). Az X tengely az adott vegyiilet

s

BGP-15), illetve emelkedését (ISO). A jelolések az egyes alcsoportok atlagértékeit mutatjak (SEM). A
csillagok a diabéteszes (DM) ¢és nem diabéteszes (nem DM) adathalmazok ko6zotti szignifikans eltéréseket
jelolik (*: p<0.05; **: p<0.01). SEM: standard error of the mean (Sajdt eredmények, G.R. és E.T. segitségével)

5.1.5. A betegadatok és a mintak viselkedésének kapcsolata

Mintagytijtés soran 30 beteget vontunk be (7 n6 és 23 férfi, életkorunk 29 és 78 év kozotti: 59,5
+ 12,4), amibdl 27 volt technikailag megfeleld. A 27 mintabol 10-et (3 nd és 7 férfi, életkoruk
40 és 70 év kozotti: 58,7 £+ 9) véletlenszeriien a direkt csoportba 0sztottunk, mig a 16 minta (2
no és 14 férfi, ¢letkoruk 29 és 76 év kozotti: 57,9 £ 13,5) mindegyike kapott isoproterenolt.

Ezen vizsgalati elrendezésben az a 12 beteg (1 n6 és 11 férfi, életkoruk 29 és 76 év kozatti: 58,7
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+ 15,4), akiknek a pitvarmintai az ISO kezelésre nem adtak szokatlan valaszt, alkottdk az

indirekt csoportot.

A fontosabb betegségek és gyogyszerek kapcsolatat a nyugalmi kontrakcids erével, valamint

az isoproterenolra adott valasszal a 2. tablazat foglalja dssze.

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

szignifikansnak (2. tablazat).

Kontrakcio ereje ISO-ra adott valasz
(Direkt + Indirekt; n=22) 0 (Indirekt; n=12)
Kis (n=13)  Nagy (n=9) Gyenge Er6s (n=7)
% % (n=5) % %

Nem (n6) 15,4 22,2 >0,99 0 14,3 >0,99
Betegségek
DM 46,2 33,3 0,67 0 57,1 0,08
Hiperlipidémia 46,2 444 >0,99 40 57,1 >0,99
Iszkémia 84,6 77,8 >(,99 40 85,7 0,22
Hipertonia 69,2 77,8 >(,99 20 85,7 0,07
Szivelégtelenség 46,2 33,3 0,67 20 71,4 0,24
Billenty(iprobléma 46,2 33,3 0,67 20 57,1 0,29
Gyogyszerek
Trombocitagatlok 76,9 66,7 0,66 60 42,9 >0,99
Antikoagulansok 38,5 33,3 >0,99 42,9 14,3 0,56
B-blokkolok 84,6 100 0,49 100 71,4 0,47
ACE-gatlok 61,5 88,9 0,33 60 71,4 >0,99
Ca’ csatorna 154 22,2 >0,99 20 143 >0,99
blokk.
NO donorok 154 44 4 0,18 0 14,3 >0,99
Diuretikumok 46,2 66,7 0,41 40 57,1 >0,99
Trimetazidin 15,4 44,4 0,18 0 28,6 0,47
Statinok 76,9 66,7 0,66 40 57,1 >0,99
Inzulin 15,4 111 >0,99 0 28,6 0,47
Oralis antidiab. 30,8 22,2 >0,99 28,6 0 0,47
PP gatlok 69,2 44,4 0,38 100 57,1 0,2
Kalium 23,1 22,2 >(,99 20 28,6 >0,99
Benzodiazepinek 15,4 22,2 >0,99 20 14,3 >0,99
Allopurinol 7,7 22,2 0,54 0 14,3 >0,99
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2. tablazat: A mintat adé betegek nemének, betegségeinek, alkalmazott gyogyszereinek kapcsolata a
pitvari mintak kontrakcios erejével illetve az 1SO-ra adott valaszaval. Kis: kis kontrakcios erd; Nagy:
nagy kontrakcios erd; Gyenge: gyenge pozitiv inotrop valasz isoproterenolra; Erds: ers pozitiv inotrop valasz
isoproterenolra; Direkt: Direkt csoport; Indirekt: Indirekt csoport; DM: Diabétesz mellitus (mindkét tipus);
Iszkémia: kronikus iszkémids szivbetegség, angina pectoris, miokardialis infarktus (ST elevacioval vagy
anélkiil), iszkémias kardiomiopatia; Szivelégtelenség: kardialis dekomprenzacio, pangasos szivelégtelenség,
dilatativ kardiomiopatia; ACE blokkolok: angiotenzin-konvertalé enzim blokkolok; Ca®* csatorna blokk.: az
L tipust kalcium csatorna blokkoldéi; NO donorok: a szervezet szamara nitrogén-monoxidot biztositd
vegyiiletek (pl. nitritek, nitratok); Oralis antidiab.: oralis antidiabetikumok; PP gatlok: Protonpumpa gatlok.
(Sajat eredmények, G.R. és E.T. segitségével)

5.2. Masodik kisérleti elrendezés — BGP-15-kezelt nyulak vizsgélata

5.2.1. Diasztolés funkcio

Az egyszeri, i.v. BGP-15 dézis echokardiografias hatasainak vizsgalatahoz 16 hétig aterogén
tapon tartott, illetve az azonos kort kontroll 4allatokat vizsgaltuk. Az kiindulasi
(gyogyszermentes) értékeket mind a két csoport esetén két utas, ismételt méréses ANOVA
teszttel hasonlitottuk 6ssze a BGP-15 beadasat kovetden kapott értékekkel (6. abra). Ahogyan
varhato volt, a két csoport értékei eltérést mutattak (14. abra). Az E/A és e’/a’ aranyokban
csokkenést tapasztaltunk a 16 hetes aterogén kezelés hatasara. Az E/e’ arany és a Tei-index
értekei emelkedtek a HC csoportban a kontrollhoz képest, ugyanakkor az ejekcios frakcio
csokkenést mutatott a II. protokoll és a korabbi tapasztalatainkkal Gsszhangban [222]. Az
ejekcios frakcio valtozatlan maradt a BGP-15 injekciot kovetden. Ugyanakkor a BGP-15
szignifikdnsan csokkentette a szivfrekvenciat (p=0,0142), illetve HC nyulak esetén
szignifikansan novelte az E/A aranyt (p=0,0008) a kiindulasi értékekhez képest. Mivel a
transzmitralis E/A arany fligg a szivfrekvenciatol, a diasztolés funkciot tobb standard paraméter
segitségével vizsgaltuk. Szoveti Doppler e’ hullam sebessége és az e’/a’ aranya szignifikansan
megnovekedett a BGP-15 beadasat kovetéen mind a két csoport esetén, de a valtozasok még
erdteljesebbek voltak a HC allatoknal (e’ esetén p=0,0004; e’/a’ esetén p= 0,0012). Az E/e’
aranya (mely a bal kamra tel6dés alatti nyomasat jellemzi) csokkent a BGP-15 bolust kovetden
mindkét csoportban, de nagyobb eltérés mutatkozott ebben az esetben is a HC allatok kezdeti
és végpont értékei kozott (p=0,003). A Tei-index jelentdsen lecsdkkent a gyogyszerbeadast
kovetden (p=0,028). Noha a HC csoport echokardiografias paramétereit a BGP-15 injekcio

jelentésen befolyasolta, azonban a kontroll allatok értékei kozel valtozatlanok maradtak.
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A hosszu tavii BGP-15 kezelés (I1. Protokoll, 10 mg/ttkg BGP-15 per os 16 héten at) soran az
echokardiografias valtozasok hasonldsdgot mutattak az egyszeri dozisos vizsgalatainkhoz (15.
abra.A-C dbra). A 16 hetes kezelést kovetden a bal pitvar &tmérdje és az aortagydk atmérdjének
aranyaként definialt, bal pitvari megnagyobbodast tapasztaltunk a HC csoportban a kontroll
csoporttal Gsszehasonlitva (p<0,0001), melyet ellensulyozott a 16 hetes BGP-15 kezelés
(p=0,0478 HC+BGP-15 vs. HC). A szisztolés és diasztolés falvastagsag akarcsak a MAPSE ¢és
TAPSE értékek a csoportok kozott valtozatlanok voltak. Ugyanakkor kiemelkedd valtozast
tapasztaltunk a diasztolés funkcid tekintetében: az E/A és szOveti e’/a’ ardny szignifikansan
csOkkent a HC csoportban a kontrollhoz képest (p<0,0001 és p=0,0013), A deceleracios ido
pedig megnyult (p=0,0008), mikdzben a BGP-15-kezelt allatok a kontrollhoz hasonld
eredményeket produkéltak, a HC értékekhez képest mindenképp javuldst tapasztaltunk (p=
0,0993, p=0,0002 és p=0,0125). A bal kamra tel6dési nyomasat jellemz6 E/e’ arany dramaian
megemelkedett a HC csoportban (p<0,0001 vs. kontroll) és szignifikdnsan csokkent a
HC+BGP-15 kezelésben (p=0,0048 vs. HC). Hasonld6 mintat figyelhetiink meg az
izovolumetrias relaxacios id6 (IVRT: p<0,0001 HC vs. kontroll; p=0,003 HC+BGP-15 vs. HC)
¢és a Tei-index (p<0,0001 HC vs. kontroll; p<0,0001 HC+BGP15 vs. HC) tekintetében is.

Osszegezve, mind az egyszeri, mind a kronikus BGP-15 kezelés szignifikansan javitotta az
echokardiografias paramétereket, kiilondsen a diasztolés funkcié allapotanak indikalé értékeket

a csak aterogén kezelésben (HC csoport) részesiilé nyulakhoz viszonyitva.
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I. Protokoll (egyszeri, i.v. bolus BGP-15)
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14. abra: Az egyszer i.v. bolus BGP-15 kezelés hatisa az echokardiografias paraméterekre kontroll és
HC csoport esetén. Az a-f panelek a két utas ismételt méréses ANOVA analizis eredményét mutatjak,
interakcios faktorokkal.

(a) A diagram a transzmitralis E/A aranyt mutatja a BGP-15 beadésa el6tt (Pre) és utan (Post-BGP-15) a két
csoport esetén.

(b) A szivfrekvencia valtozasai egyes csoportok esetén

(c) A diagram az ejekciods frakcio valtozasait mutatja

(d) Szdveti Doppler (TDI) e’/a’ aranyanak diagramja

(e) E/e’ aranya (bal kamra tel6dési nyomasviszonyainak mérészama)
(f) Kalkulalt Tei-index az egyes csoportok esetén

(g) HC allatok echokardiografiai felvételei M-mddban (hosszanti paraszternalis metszet), transzmitralis pulsed
wave (PW) Doppler (csucsi, négy iiregi nézet) és szoveti Doppler (TDI, cstcsi, négy iiregi nézet) BGP-15
beadasa el6tt és utan. A z61d nyilak a pulsed Doppler (PW) transzmitralis E,A és Doppler (TDI) szeptalis e’
¢és a’ hullamokat mutatjak.

(h)-(k) A diagramok a HC allatok BGP-15 kezelés beadasa el6tti és utani értékeket hasonlitjak 6ssze E/A
arany, szivfrekvencia, ejekcios frakcido és szoveti e’/a’ ardny esetén. Az egyszeri BGP-15 kezelés
szignifikansan ndvelte az E/A aranyt és e’/a’ aranyt, valamint csdkkentette az E/e’ aranyt Tei-indexet €s
szivfrekvenciat. (Sajat eredmények, J.B. és P.D. segitségével)
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Morfometria

A hosszt tava kezelést kovetden nem talaltunk kiilonbséget a morfometrids paraméterek

tekintetében. A HC és HC+BGP-15 csoport allatainak stlygyarapodasa az aterogén tappal

magyarazhat6. Noha a HC+BGP-15 csoportban a sziv tomege novekedett, a bal kamra mérete

teljes szivhez viszonyitva csokkent. Az echokardiografiabol eredé morfometrias paraméterek,

Il. Protokoll (hosszu tavu, per os BGP-15)
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15. abra: Hosszu tavi BGP-15 kezelés hatasai az echokardiografias paraméterekre (I1. Protokoll).
Echokardiografia:

(a) A diagram a transzmitralis E/A aranyt, szivfrekvenciat és ejekcios frakcid valtozasait abrazolja

(b) Szoveti Doppler echokardiografias felvételek (TDI, csucsi, négyiiregi nézet) a vizsgalat végpontjan

(c) E/e’ arany (bal kamra tel6dési nyomasviszonyainak mérészama), Tei-index és szoveti Doppler e’/a’ arany
diagramja

Szovettan:

(d) Fibrozisos teriiletek (kékkel) egyes kezelési csoportok esetén, Masson Trichoma festéssel

(e) Fibrozisos tertilet nagysaga (%)

Minden diagram esetén egy utas ANOVA tesztet, Tukey poszt-tesztet alkalmaztunk. SEM: standard error of
the mean

(Sajat eredmények, J.B és P.D. segitségével)

mint a bal kamrai szivizomtomeg index (left ventricle mass index, LVMi), bal kamrai vég-
diasztolés volumenindex (left ventricle end-diastolic volume index, LVEDVi) ¢és relativ
falvastagsag (relative wall thickness, RWT%) kozott csupan tendencia lathato a HC és a
HC+BGP-15 csoportok kozott. A nedves-szaraz szovetek aranya nem kiilonbozott az egyes
csoportok esetén. A Masson Trichome festési eljaras enyhe fibrotikus atrendezédést mutatott
mind a HC mind a HC+BGP-15 csoportokban, ugyanakkor a fibrozis mértéke (mely a
fibrozisos teriilet és a teljes vizsgalati mezd szdzalékos aranya) enyhe csokkenést mutatott a

BGP-15 kezelés hatasara (15. abra D-E)

5.2.2. Szérum lipid paraméterek

A Il. protokollban 16 héten at alkalmazott aterogén tap kovetkezményeként
hiperkoleszterinémia ¢€s diszlipidémia alakult ki. Emelkedett az 6sszkoleszterin, LDL, HDL,
ApoA és ApoB szintek mind a HC mind a HC+BGP-15 csoportok esetén a kontrollhoz képest.
A BGP-15 kezelés nem tudta szignifikansan csokkenteni a szérum lipid paramétereket,
majenzim értékeket vagy a CK és CK-MB szinteket. Az oszteokalcin, mely egy kevéssé ismert,
az ateroszklerozissal és koronaria megbetegedésekkel negativan korrelalo marker [223, 224],

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

5.2.3. Endotélium-fiiggd vazorelaxacio

o

A 1l. protokoll soran vizsgalt izolalt aortagyliriik noradrenalin E/c gorbéi tekintetében
szignifikans kiilonbség mutatkozott a kontroll és a HC csoportok kozoétt 10 és 100 nmol/l

koncentraciok esetén. A BGP-15 kezelés nem volt hatidssal az aterogén tap hatasara
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megvaltozott noradrenalin érzékenységre (16. A abra). Az Ach minden csoport esetén
kezdetben vazorelaxaciot valtott ki (< 1 pmol/l), nagyobb koncentracioknal viszont mar
vazokonstrikciot tapasztaltunk (> 1 umol/l). Az aterogén tappal kezelt csoport acetilkolinnal
szembeni relaxacios készsége szignifikinsan elmaradt a kontroll csoportéhoz képest. A
kialakult endotél diszfunkcion a BGP-15 kezelés nem tudott javitani (16. B abra). Az ATP mind
a harom csoport esetén vazorelaxaciot okozott, ami a kontroll csoport esetén volt a
legerébteljesebb. A BGP-15 az Ach-hoz hasonldéan ATP esetén sem enyhitette az aterogén tap
endotél-funkciora kifejtett karositd hatasat (16. C abra).

A Movat-fél pentakrom festéssel sikertiilt feltarni a HC és a HC+BGP-15 kezelt allatok intima
felszinének sulyos ateroszklerotikus plakkosodasat. A kontroll csoport intima felszine
elvaltozasoktdl mentes maradt. Az intima/media ardny a kontrollhoz képest jelentésen nott a
HC csoportban, mig a BGP-15 kezelés enyhén csokkentette ezt az ardnyt, &m utdbbi csoport
aortagy0k metszete is sulyos plakkosodast mutatott. A két vizsgalat eredményeként

megallapithatjuk, a BGP-15 nem tudta megdvni modelliink vaszkularis allapotat.
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16. abra: A noradrenalin (2), acetilkolin (b) és ATP (c) hatasa izolalt aorta thoracicara kontroll, HC és
HC+BGP-15 kezelések esetén. Az X tengely az adott vegyiilet egyes koncentracidinak logritmusat mutatja,
az Y tengely a nyugalmi érték feldli kontrakcios erds (NA esetén), illetve a relaxacido mértékét (Ach és ATP
esetén). Az szimbolumok a csoportok atlagértékeit jelolik +SEM. A csillagok a Kontroll és HC csoportok
kozotti kiilonbségeket mutatjak (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. A HC és HC+BGP-15 kodzott nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést.

(d) A diagram az intima/media arany mutatja

(ex vivo érgyiirii preparatum vizsgalata sajat munka G.R segitségével, ateroszkelorikus plakkvizsgalat B.M.
munkaja)
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5.2.4. cGMP szint

Az egyes csoportok esetén specidlis assay segitségével hatdroztuk meg a cGMP szinteket
(n=4/csoport). A kontroll ¢s HC allatok cGMP szintje nem kiilonbozott jelentdsen (10,49+1,584
vs. 12,94+2.301 pmol/mg), ugyanakkor a BGP-15 csoport allatai esetén szignifikans
emelkedést tapasztaltunk (33,89+5,271 pmol/mg) a HC csoport allataival Osszevetve
(p=0,0052, 17. B abra).

5.2.5. Invitro PDE1 gatlas

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

5.2.6. PKG-tengely

Western blot analizis segitségével deriilt fény a PKG ttvonal sériilésére HC allatok bal kamrai
miokardiumaban. A hosszi tava BGP-15 fokozta a cGMP-PKG utvonal egyes
kulcsmediatorainak expressziojat. A PKG expresszid szignifikdnsan emelkedett mind HC,
mind HC+BGP-15 csoportok esetén a kontrollhoz képest (p=0,0228, 17. B. abra). A
cGMP/PKG aranyt a kontroll csoport szintjére normalizalva (100%), HC csoport esetén a
kontrollhoz képest jelentds csokkenést (n=4, p=0,0052), mig HC+BGP-15 csoport esetén a HC
allatokhoz viszonyitva emelkedést (p=0,0117, 17. C abra) figyeltiink meg. A p-(Ser239)-
VASP/VASP (PKG enzimaktivitds jelzdje) ugyanezt a mintat mutatta kontroll vs. HC
(p=0,0471), illetve a HC+BGP-15 vs. HC csoportok esetén (p=0,0173, 17. D abra). Noha a
SERCA inhibitor foszfolamban (PLB) szignifikans csokkenést mutatott a HC+ BGP-15
csoportban a HC allatokkal Osszehasonlitva (p=0,0284, 18. C abra), a SERCA vagy a
PLB/SERCA arany nem mutatott kiilonbséget a két csoport kozott (18. E abra). Ezzel
ellentétben, a Serl6 aminosavon foszforilalt PLB (az 6sszfoszfolamban szinthez viszonyitva)
szignifikans emelkedést mutatott a HC+BGP-15 csoportokban a HC csoporthoz képest
(p=0,0274, 18. D abra). A PDE9A szintje emelkedett mind a HC, mind a HC+BGP-15
csoportok esetén a kontrollal 6sszevetve (p=0,0283 és p=0,0035, 18. B abra). Ugyanakkor a
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PDES5 expresszidja (mely ugyancsak egy kardidlis cGMP-specifikus foszfodiészteraz)
emelkedett a HC (p=0,056 vs. kontroll), de a HC-hoz viszonyitva csékkent a HC+BGP-15
csoportok esetén (p=0,025, 18. A abra). A Hsp72 szintje nem mutatott jelentds kiilonbséget az
egyes kezelések esetén. Minden analizis esetén a savokat GAPDH-ra mint haztartasi fehérjére

normalizaltuk, a jelintenzitast a kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben adtuk meg (melyet

100%-nak tekintettiink).
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a Miokardialis cGMP szint b PKG expresszio
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17. abra:

(a) A miokardium cGMP szintjének valtozasa egyes kezelések hatasara. BGP-15 kezelés esetén szignifikans
emelkedést tapasztaltunk a kezeletlen HC csoporttal 6sszehasonlitva.

(b) Miokardialis mintak protein kindz G expresszidja (GAPDH-ra normalizalva). Fokozott PKG expressziot
tapasztaltunk mind a HC mind a HC+BGP-15 csoportok esetén a kontrollhoz képest.

(c) A diagram a cGMP/PKG aranyt mutatja az egyes kezelések esetén. Az arany csokkent HC kezelt allatokban
a Kkontrollhoz képest, ugyanakkor jelentds emelkedést mutatott BGP-15 kezelés hatdsara HC csoporthoz
viszonyitva.

(d) Foszfo(Ser239)-VASP és VASP aranya (GAPDH-ra normalizalva). Az arany HC csoport esetén
csokkenést mutatott, am BGP-15 hatasara emelkedett. A cGMP/PKG aranyhoz hasonldan itt ez is a PKG
aktivitas fokozodasat mutatja a BGP-15 kezelt csoport esetén.

(e) Titin N2A/N2B izoformak aranya jelentdsen csokkent HC kezelt allatokban, am névekedett HC+BGP-15
csoportban. Alatta reprezentativ Western blot felvételek.

(f) A titin N2-Bus foszforilacid (szerin és treonin pontokon) emelkedett BGP-15 kezelés hatasara HC
csoporttal 6sszehasonlitva.

A titin izoforma analizis soran kideriilt, hogy a HC kezelés hatasara emelkedett a merevebb N2B titin izoforma
aranya a kontroll allatokhoz viszonyitva (p=0,0002), mely ugyanakkor csdokkent BGP-15 kezelés esetén
(p=0,0159 vs. HC). Enyhe csokkenés volt megfigyelheté a HC csoport titin N2-bus foszforilaciéjaban, am a
PKG-fliggé ossztitin N2-bus foszforilacioban szignifikans emelkedést tapasztaltunk HC+BGP-15 csoport
esetén (p=0,0061 vs. HC), 6sszhangban a miokardialis cGMP szintek és protein-kindz G aktivitassal (p-
VAPS/VAPS arany).

(Western blot eredmények B.M. munkdja)
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In vitro PDE1 assay
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18. abra:

(a) A foszfodiészteraz SA (PDESA) expresszidja miokardialis szovetben. Az expresszié emelkedett HC allatok
esetén, am csokkenést mutatott BGP-15 kezelt allatok bal kamrai mintajaban.

(b) A foszfodiészteraz 9A (PDE9A) expresszidja miokardialis szovetben. Az expresszié mind HC mind
HC+BGP-15 csoportokban emelkedett a Kontrollhoz képest.

(c) A BGP-15 in vitro gatolja a PDE1 enzimet. Gatlas nélkiil 20 mU PDE1 enzim 200 pM ¢GMP-b61 2 nmol
5’GMP-t eredményez 37 °C 60 perc id6tartam alatt. A nem specifikus PDE gatlo (IBMX 40 uM, n=5)
csokkentette a PDE aktivitast. A BGP-15 dozisfiiggd mddon szintén gatolta a PDE aktivitast, mely a
kontrollhoz képest 100 uM (n=5) és 200 uM (n=6) koncentraciok esetén szignifikansnak mutatkozott.

(d) Az 6ssz foszfolamban (PLB) expresszioja miokardialis szovetben. Az expresszio csokkenését tapasztaltuk
BGP-15 kezelt csoportban a HC-hoz képest.

(e) Foszfo(Ser16)-foszfolamban és 6ssz foszfolamban aranya. A PLB foszforilacidja jelentésen emelkedett a
HC+BGP-15 csoportban a HC-hoz viszonyitva.

(f) Szarko/endoplazmatikus retikulum Ca-ATP-az 2a (SERCA2a) foszfolambanhoz (PLB) viszonyitott
aranya. Nem tapasztaltunk szignifikans eltérést az egyes csoportok kozott.

(@) A vizsgalt fehérjékbol késziilt reprezentativ. Western blotok nyal bal kamrai mintakbol. A
fehérjeexpressziot GAPDH-ra normalizaltuk.

A csillagok a szignifikans eltéréseket jelolik: *:p<0,05; **:p<0,01. SEM: standard error of the mean.
(P.D., J.B. és B.M. munkdja)
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6. Megbeszélés

A metabolikus szindréoma vilagszinten egyre nagyobb teret hodit, a kapcsolédd 2-es tipusu
diabétesz és kardiovaszkularis megbetegedések prevalenciaja folyamatos névekedést mutat [1].
Genetikai faktorok mellett a hajlamosité tényezok kozott szerepel az elhizas, mozgasszegény
¢letmadd, helytelen taplalkozas, dohanyzas, tilzott alkoholfogyasztas [2, 3, 225, 226] [227]. A
kialakul6 kardiovaszkularis megbetegedések korai stddiumaban az életmddvaltas elegendd
lehet, sulyosabb allapotok esetén azonban elkeriilhetetlen a gyogyszeres beavatkozas.
Hangsulyozand6 ugyanakkor, hogy minden széleskdriien alkalmazott terdpids lehetdség
rendelkezik korlatokkal, enyhe vagy egészen sulyos mellékhatdsokkal, bizonyos esetekben
gyogyszeres interakciohoz vezethetnek [228, 229]. A terapia eredménytelenségének hatterében
sok esetben a rossz beteg compliance all. Kutatasainkban a BGP-15 gydgyszerjeldltet
vizsgaltuk, mely szamos kardioprotektiv hatassal rendelkezik [4, 12, 230, 231], a Il. klinikai

fazisvizsgalat alapjan biztonsagosan alkalmazhaté human gyogyszerjelolt [232].

A BGP-15 hatasat tobb teriileten vizsgaltak, eredményességét bizonyitottak, kardiovaszkularis
mechanizmusai azonban a tanulmanyok ellenére maig nem teljesen ismertek. Metabolikus
paraméterek tekintetében a BGP-15 bizonyos protektiv hatdsait a Hsp70 vagy Hsp72
hosokkfehérjék expresszidjanak fokozasan keresztil fejti ki [7-10, 233-236], am a
miokardiumban nincs mérheté Hsp expresszid [4], mely valosziniisiti a kardiovaszkularis
hatasok Hsp-fiiggetlen ttvonalat. Egyes kutatasok a BGP-15 PARP-gatlo hatdsarol szamoltak
be, mely a reaktiv oxigéngyokok felszabadulasanak gatlasaval védi a szivet az iszkémia-
reperfuzid okozta karos hatasoktol [12, 230]. A BGP-15 kezelést kovetden emelkedett az
IGFI1R foszforilacioja, mely szamos kardioprotektiv folyamat medialasahoz jarul hozza [4]. A
leirt mechanizmusokkal 6sszefliggésben a BGP-15 a lipid raftok remodellingjében is részt vesz;
a membran fluiditdsanak ndvelésével a membranhoz kapcsolt receptor fehérjék miikodését

segiti [13, 236].

Kutatocsoportunk legijabb eredményei alapjan, Goto-Kakizaki patkanyokban a BGP-15 segit
a diasztolés funkciok megbrzésében a foszfolamban foszforilacigjanak emelésén keresztiil,
mely fokozza a SERCA2A (szarkoplazmatikus/endoplazmatikus retikulum kalcium ATPaz)

pumpa aktivitasat, igy tamogatva a relaxacios folyamatokat [14].

Ezen szakirodalmi adatok, valamint sajat kutatasi ismereteink, eredményeink alapjan, el6térbe

keriilt a BGP-15 esetleges PDE gatlo és/vagy B-blokkolo tulajdonsagainak vizsgalata.
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Legjobb tudomasunk szerint a jelen értekezésben targyalt human kutatas volt az elsé, ami a
BGP-15 inotrop hatasat vizsgalta és hasonlitotta Gssze a nem kardioszelektiv B-adrenerg
antagonistak prototipusaval, a szerkezetileg rokon propranolol inotrép hatasaval. Az
Osszehasonlitds alapjat a két vegyiilet strukturalis hasonlosaga adja, melynek alapjan
feltételeztiik, hogy a BGP-15 is rendelkezhet B-blokkolé aktivitassal. Ezt a mechanizmust az
alkalmazott vizsgalati modszeriinkkel sem megerdsiteni sem megcafolni nem all médunkban,
a vizsgalat célja a kontrakcids erére gyakorolt hatds Osszehasonlitasa volt. Az altalunk
alkalmazott izolalt, ingerelt human pitvari trabecula modellen a kontraktilitas megbizhatdan, a
kronotropia befolyasold hatasanak kizarasaval vizsgalhato. Noha a bal kamrai kontraktilitas a
szivmiikodés legfontosabb paraméterei koz¢ tartozik, etikai és sebészeti megfontolasokat szem
el6tt tartva pitvari miokardium vizsgalatara volt lehetéséglink. Az alkalmazott modellbél
fakado limitek ismertetése mellett kihangsulyoznam annak erdsségét is, hiszen a human mintak
felbecsiilhetetlen értéket képviselnek és maga a mintagytijtés is nagy koriiltekintést és kitartast
igényl6 folyamat. Emellett a pitvari mintak vizsgalata tobb tekintetben is hasznosnak bizonyul.
A pitvarok pumpafunkciot javito miikodése (atrial booster pump function) a diasztolés kamrai
telédésnél fontos szerepet tolt be, kivaltképp az idések kozott [237, 238]. A pitvarok elégtelen
mechanikai aktivitdsa a szisztolé végén rezidudlis vér pangasahoz, ezen keresztiil pedig
vérrogképzddéshez vezethet. Ezzel Gsszefiiggésben pitvarfibrillacié sordn Otszorosére nd a

szisztémas tromboembdlia és stroke kialakulasanak esélye [239].

Kisérleteink alapjan kis koncentracioban (<10umol/l) alkalmazva a BGP-15 negativ inotrop
hatasa elhanyagolhatd volt (a direkt és az indirekt mintak esetén egyarant), ugyanakkor a
koncentracid novelésével (>1mmol/l) erételjessé valt. Noha a BGP-15 és a propranolol negativ
inotrop hatasanak maximalis értéke hasonld volt, a propranolol potensebbnek bizonyult (-
logECs0 = pECso).

Felnétt betegek esetén a BGP-15 inzulinérzékenyité hatasat 2-3 mg/kg/map dozisban mar
kifejtette, ami mikromoélos mennyiségnek felelhet meg a szervezetben [7, 233, 240, 241]. Ezta
megfigyelést kiegészitve azzal a tapasztalatunkkal, hogy a BGP-15 negativ inotropia
szempontjabol gyakorlatilag hatastalan 10 umol/l koncentracioig, arra kovetkeztethetiink, hogy
a BGP-15 mar kialakulo6 jotékony metabolikus hatasat ebben a koncentraciotartomanyban még
nem kiséri a kontraktilitas szamottevd csokkenése (pitvaron, de jo eséllyel a kamrai

vonatkozasban sem).

Ko6zepes koncentraciok esetén (10 pmol/l €s 1 mmol/l k6zott) a BGP-15 indirekt negativ inotrop

hatasa a pitvar ISO érzékenységétol fliggott: csak azon a mintak esetén fejtett ki a BGP-15
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erdteljes negativ inotrop hatas, melyek az ISO-ra erételjes pozitiv inotrop valaszt adtak (12.
abra). Ezzel ellentétben a propranolol hatasa kevésbé fiiggdtt a pitvarmintak [-adrenerg
valaszkészségétol, bar az 1SO-ra érzékenyebb mintak erételjesebb (bar statisztikailag nem
szignifikans) valaszt adtak propranololra is (12. abra). A leirt jelenség a BGP-15 esetében
kedvez6 lehet, hiszen a tulzott szimpatikus tonus alatt allo sziv mitkodését visszafoghatja a
nyugalmi kontraktilitas érdemi befolyasolasa nélkiil, igy csupan akkor van hatasa, amikor
éppen sziikség van ra a szimpatikus talsuly miatt. Ez bizonyos hasonlosagot mutat az
antiaritmias szerek (lidokain) negativ kronotop hatasaval, melyek hatékonyan tudjak a szivet
lassitani tachicardia esetén, bradikardidban viszont hatastalanok (kialakitva ezzel az Gn. use-

dependent hatast).

Megvizsgaltuk a pitvari mintak funkcioja (a kontrakcios er6 és az ISO-ra adott valasz), valamint
a paciensek allapota (nem, betegségek, alkalmazott gyogyszeres terapia) kozotti
Osszefiiggéseket is. Megjegyzend6, hogy a mintadonorok komorbiditasa, polifarmaciaja
megneheziti eredményeink interpretalasat. Vizsgalatunk szerint az 1SO-ra adott valasz
kapcsolatban all a hipertoniaval és a diabétesz mellitusszal (2. tablazat). Az 1SO-ra erds valaszt
adok tobbsége a (foként 2-es tipusu) diabéteszes betegesoportbol keriilt ki. Erdekes
megfigyelés, hogy az ISO valaszkészség forditott Osszefliggést mutat a pitvari miokardium
allapotaval. Ezt a kovetkeztetést megerdsitette, hogy minden vizsgalt koros allapot fokozta az
ISO vélaszkészséget (2. tablazat).

Kovetkezésképpen vizsgalatunkban a funkcionalitas felmérésére az ISO valaszkészség jobb
jellemzének bizonyult, mint a pitvari minta nyugalmi kontrakcios ereje. Ennek oka az lehet,
hogy az alkalmazott modellben a kontrakcios er6t a miokardium viabilitasatol fliggetlen
faktorok (pl. a trabecula mérete, alakja) is meghataroztak, ami gyengitette a miokardium

funkciodja és a nyugalmi kontrakcios erd kozotti statisztikai kapcsolatot.

A diabéteszes ¢és nem diabéteszes betegek mintdinak viselkedését Osszehasonlitva az
eredmények és az 1SO-ra adott valasz alapjan végzett Osszehasonlitds nagymértékii
hasonlosagot mutattak. A BGP-15 szignifikansan nagyobb indirekt negativ inotrép hatast
gyakorolt a diabéteszes betegek mintaira a nem diabéteszekéhez képest. Ez a megfigyelés
egybevag azon eredményekkel, melyek szerint az inzulin rezisztencia novekedésével (tehat az
inzulin hatasanak csokkenésével) né a sziv P-adrenerg stimulalt allapota [242, 243]. Ez a
kapcsolat az inzulin és a B-adrenerg agonistak kolcsondsen egymas ellen dolgozo jelatvitelébol
szarmazhat, ami hozzajarulhat az j tipusa p-blokkolok inzulinrezisztenciat enyhité hatasahoz

a szivben ([242, 243].
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A jelen disszertaciot megalapozé munkank masodik részében, allatkisérleteink soran a BGP-15
akut ¢és kronikus alkalmazasat vizsgalva a kardidlis funkciok javulasat tapasztalhattuk
ateroszklerézisban szenvedd nyulak esetén. A BGP-15 megtartotta a diasztolés funkcid
értékekeit, helyreallitotta a PKG aktivitast, fokozta a titin foszforilaciojat, mely miofilamentum
fehérje felelds a diasztolés nyomasért. Fontos megjegyezni, hogy ez a hatas fiiggetlen volt a

vaszkularis statusztol, lipidszintektdl és ateroszklerdzistol.

Az echokardiografiai eredményeink alapjan mind az egyszeri bolus, mind a hossza tavu oralis
BGP-15 kezelés megtartotta a sziv diasztolés allapotat. A transzmitralis E/A arany 20 perccel a
BGP-15 injekciot kovetden szignifikansan megemelkedett, a szivfrekvencia pedig csokkent
mind a két esetben. A E/e’ ardny (a bal kamra tel6dési nyomasanak mutatoja) szignifikansan
csokkent a BGP-15 kezelt allatokban. A szdveti e’/a’ arany (mely fiiggetlen a szivfrekvenciatol)
szignifikinsan megemelkedett a BGP-15 injekciot kdovetéen, sugallva a BGP-15 direkt
miokardidlis relaxald hatdsat. Hosszii tavu hatasat vizsgalva (II. protokoll) az allatok
ketamin/xilazin altatasa elengedhetetlen volt az echokardiografias vizsgalatok kivitelezéséhez,
igy a BGP-15 elso kisérletes elrendezésben tapasztalt negativ inotrop hatasat jelen modszerrel
nem tudjuk értékelni. A hosszh tava (16 hetes) BGP-15 kezelés az akuttal (egyszeri bolus)
Osszhangban szintén szignifikdnsan javitotta a diasztolés funkcidkat, még a szivfrekvenciatol
fliggetlen paraméterek esetén is, s6t a HC csoportban a pitvar megnagyobbodast is képes volt

ellenstlyozni.

Noha az ejekcios frakcio értékeiben az egyszeri BGP-15 kezelés nem valtoztatott sem a
kontroll, sem a HC kezelt allatokban, hosszu tava kezelés esetén szignifikdns emelkedést
tapasztaltunk a BGP-15 kezelt allatokban a HC csoport egyedeivel Osszehasonlitva, mely
feltételezhetden a javuld diasztolés teljesitmény és alacsonyabb szivfrekvencia eredménye

lehet, am e jotékony hatasok tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

Echokardiografias eredményeink tovabb erdsitették hipotézisiinket, miszerint a rovid vagy
kozéptava aterogén tappal torténd kezelés inkdbb a diasztolés paramétereket befolyasolja,

ugyanakkor a szisztolés teljesitmény nagyrészt valtozatlan maradt.

Mivel szakirodalmi adatok alapjan a diasztolés diszfunkcié alapvetdé molekularis hatterét a
miokardialis szovet PKG szignalizacios utvonalanak romlasa adja, [198, 244] a BGP-15
diasztolés funkciora gyakorolt jotékony hatisanak feltarasdhoz a cGMP-PKG kaszkadot
vizsgaltuk. A kardiomiocita hipertofia, intersticialis fibrozis, a miocitdk merevsége
szubcellularis szinten a PKG ttvonalhoz kothetoek. Noha kisérleteink soran emelkedett PKG1

(cGKI) enzim expressziot tapasztaltunk a HC éllatok miokardiumaban (valosziniileg egy
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kompenzacios upregulacié eredményeként), a (pVASP/VASP, c¢cGMP/PKG aranyokbol
szarmazo0) PKG aktivitds a kiilonboz6 diasztolés diszfunkcid modellek szakirodalomi adataival
Osszhangban szignifikans karosodast mutatott [198, 245]. Vizsgalatunk egyik f6 eredménye,
hogy a BGP-15 kezelés emelte a cGMP szintet, ezaltal fokozta a sériilt miokardium PKG
aktivitasat. A HC allatok esetében kimutattuk a karosodott endotél funkciot (endotél-fliggd
vazorelaxaciot), melyet a javuld kardialis statusz ellenére nem mérsékelt a BGP-15 kezelés.
Szintén nem javitotta a lipidparamétereket €s az ateroszklerdzis allapotat, igy feltételezhetéen
nem az érfal NO biohasznosuldsanak fokozasaval fejti ki hatasat. Noha jelen tanulmany
kereteiben a szivizom emelkedett cGMP szintjét megallapitottunk, a szérum és a vaszkularis
CGMP szinteket nem allt médunkban meghatarozni, igy lehetséges, hogy a BGP-15 hatasa
szovetspecifikus, hiszen a cGMP-PKG tutvonal eltérd effektor molekulakon hat a vaszkularis
simaizom ¢és a miokardium esetén [246]. A cGMP szintjét egy foszfodiészteraz enzimcsalad
szabalyozza, melyek koziil a szivben expresszaloddo PDESA és PDE9A izoformék nagyfoki
szelektivitast mutatnak a cGMP irant a cAMP-vel szemben [247]. Kéarosodott szivizom PDE1A
szintje is jelent0sen emelkedik, mely ugyancsak nagyobb affinitast mutat cGMP-re cAMP
ellenében [219]. A HC nyulak bal kamrajaban emelkedett PDE9A és PDESA expressziot
tapasztaltunk és jollehet az eldbbi a BGP-15 kezelés hatdsara valtozatlan maradt, utdbbi
szignifikans csokkenést mutatott. Ezen tulmenden a PDE1 gétlast in vitro kolorimetrias PDE
kit segitségével is igazoltuk. A hosszu tava BGP-15 kezelés hatasara megemelkedett cGMP és
PKG aktivitas részben a csokken6 PDES, esetleg PDELl expresszi6 kovetkezménye.
Ugyanakkor valdszintitlen, hogy ez a folyamat szerepet jatszik a BGP-15 akut hatdsaban, mivel
a 20 perces disztribuciés idé6 nem elegendd ilyen mértékii valtozasokhoz a protein
expresszioban. Noha a BGP-15 sokrétii hatdsmechanizmusa tovabbra is tele van rejtéllyel,
eredményeink ravilagitanak a miofilamentum fehérjék megvaltozott foszforilacigjanak és mas

PKG célpontok fontossagara a szivizomban.

A PKG szubsztratok koziil Western blot technikaval vizsgéltuk a foszfolamban (PLB)
expressziot, mely a kardidlis relaxacid szabdlyozasdban kulcsszerepet jatszik. Kisméretii
szabalyoz6 fehérje, mely gatolja a SERCA pumpat, ezzel megnytjtva a miocitdk relaxacios
idejét [207]. A PKG vagy PKA altal, Ser16 (vagy PKA altal Thr17) pozicioban foszforilalt PLB
SERCA pumpat gatld hatasa megsztinik [209]. A BGP-15 kezelés hatasara az 6ssz PLB
expresszio csokkent, valamint a Ser16 PLB aranya a PLB-hez viszonyitva megemelkedett.
Ezen eredményeink korrelalnak az in vivo tapasztalatainkkal, ahol a megnytlt IVRT a BGP-15

kezelés hatasara normalizalodott.
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A Ca?* homeosztazis rendellenességei mellett a diasztolés funkciot szintén befolyasolja a
miofilamentum fehérjék és az extracellularis matrix valtozasai [248]. Masson’s trichome
festéssel fibrotikus atrendezodést mutattunk ki a HC csoport egyedeinek szivmintaibdl,
melynek mértéke a bal kamraban csékkent a BGP-15-kezelt csoport esetén. Ez 6sszhangban all
a Sapra ¢és munkatarsai hipertr6fids BGP-15 kezelt egerek szivmintdibol szarmazo

eredményeivel [4].

Mindezek mellett a molekularis vizsgélatok alapjan a BGP-15 kedvezden befolyasolta a titin
foszforilaciojat és izoformajat. Két f6 izoformaja egyiitt expresszalédik a sarcomérben: a
merevebb N2B és a ruganyosabb N2BA titin, igy az alacsony N2BA/N2B arany magasabb
passziv tenzidval jar [249]. A titin-okozta merevség szintén megvaltoztathato foszforilacioval:
mind a cAMP-fiiggé PKA mind a ¢cGMP-fiiggd PKG képes a titint foszforilalni N2-Bus
formaban, fokozva a teljesitményét, ezaltal csokkentve a passziv merevséget [250]. A HC
csoport allataiban a titin N2BA/N2B expresszi6 aranya szignifikansan eltolodott az N2B
iranyaba, emellett a titin N2-Bus foszforilacié csokkent, kovetkezményesen a kardiomiocitak
passziv merevsége emelkedett. Legjobb tudomasunk szerint a szakirodalomban ez a vizsgalat
volt az elsd, melyben HC nyulakon ki tudtuk mutatni a titin izoformak véltozasat. Kutatasunk
egyik f6 eredménye, hogy a megtartott funkcionalis értékek €s a miocitak passziv csokkend
merevsége mellett, a BGP-15 kezelt allatokban a titin izoformak Osszetétele és az N2-Bus
foszforilacid helyreallt. Osszességében, eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a
BGP-15 kezelés diasztolés diszfunkcidt ellenstlyozd hatdsa részben magyarazhatd a megtartott

miofilamentum funkciéval, melynek hatterében a titin megndvekedett foszforilacioja all.

Masodik kisérleti elrendezéslinkben tehat sikeriilt igazolni mind egyszeri intravénas, mind
hosszu tava oralis kezelés mellett a BGP-15 diasztolés diszfunkcidt javitd hatasat
ateroszkler6zisos nytilmodellen, mely hatas a vaszkularis allapottol fiiggetlennek mutatkozott.
Sikeriilt igazolni a PDESA expresszio csokkenését hossza tavu kezelés mellett, in vitro pedig a

PDEI1A gatl6 hatast, valamint a titin izoformak esetén az N2-Bus foszforilacio helyreallasat.

Eredményeink alapjan a BGP-15 szamos protektiv hatasdval egy potencialis kardioldgiai
gyogyszerjelolt, hatasmechanizmusanak teljes feltérképezése azonban tovabbi vizsgalatokat
igényel. Vizsgalataink soran igazoltuk a diasztolés diszfunkciot mérsékld, valamint diabéteszes
betegcsoporton kifejtett erdteljesebb hatasat, melyek alapjan a BGP-15 a metabolikus

szindroma, valamint a diabéteszes szivelégtelenség hianypotlo farmakonjava valhat.
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7. Osszefoglalas

A metabolikus szindroma egy sulyos, életet veszélyeztetd betegség, melynek kezelése az egész
¢letet végigkisérheti. A jelenleg rendelkezésre allo terapia mind hatdéanyagok, mind a
hatdsossag tekintetében limitalt. Kutatdsaink sordn a BGP-15, II. klinikai fazison taljutott
hatéanyag jeloltet vizsgaltuk, mely szamos jotékony hatasa nyert igazolast a kordbbiakban. Els6
kisérleti elrendezésiinkben nyitott szivmiitétekbdl szarmazoé humén trabeculdn igazoltuk a
molekula negativ inotrop hatasat, mely hatas nagymértékben fiiggott az elézetes isoproterenol
prekontrakciotol (indirekt), csak nagyobb dozis esetén volt attdl fliggetlen. Jelentds
eredményiink, hogy a BGP-15 negativ inotrop hatdsa Osszefliggést mutatott a diabéteszes
allapot meglétével. Azon mintadonorok, akik diabétesz mellitusban szenvedtek, szignifikansan
erdteljesebben reagaltak az isoproterenol pozitiv inotrép hatisara, valamint a BGP-15
jelentésebb negativ inotrop hatast fejtett ki ezeken a mintdkon. Masodik kisérleti
elrendezésiinkben hiperkoleszterinémias nyulmodellt alkalmazva vizsgaltuk a BGP-15 rovid
(egyszeri i.v. bolus) és hosszu tava (p.o. 16 hetén at) hatasat a kardialis funkcidkra.
Tapasztalataink alapjan a BGP-15 javitotta a diasztolés diszfunkci6é paramétereit, ugyanakkor
nem befolyasolta a vaszkularis NO felszabaduldst. Kardialis hatasait funkcionalis
vizsgalatokkal igazoltuk, a lezajlo folyamatok megértéséhez pedig molekularis biologiai
vizsgalatokat végeztlink. Eredményeink alapjan a BGP-15 javitotta a titin izoformak, illetve
novelte a Serl6 foszfolamban aranyat, mely fehérje foszforilalatlan allapotban a SERCA pumpa
gatlasan keresztiil részt vesz a sziv relaxald folyamataiban. Csokkentette az 6ssz foszfolamban,
emelte a cCGMP szintet, mely a PKG tutvonalon keresztiil szerepet jatszik a szivelégtelenség
Kutatasainkkal igazoltuk, hogy a BGP-15 a szivelégtelenség tobb diasztolés paraméterét képes
javitani, illetve, hogy hatéasai erdteljesebben jelentkeznek diabéteszes sziv esetén. Szem elott
tartva a metabolikus szindroma mint betegségegyiittes sulyossagat, illetve a rendelkezésre allo
gyogymodok korlatjait, megfontolandd6 a BGP-15 gyogyszerjeloltet a tovabbi kutatasok
kozéppontjaba helyezni.
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8. Summary

The metabolic syndrome is a serious, potentially life-threatening disease, treating it could be a
lifelong process. The currently available therapies are limited, both in active agents, and overall
effectiveness. During our research, we focused on BGP 15, a drug candidate already past the
second clinical trial phase, which has numerous, already proven beneficial effects. In our first
experimental setup, we verified BGP 15’s negative ionotropic effect on human trabecules we
acquired from open heart surgeries. This effect is highly dependent on the previous
isoproterenol precontraction (indirect group), it was only independent in the case of higher
concentration. Our significant achievement is that the negative ionotropic effect of BGP-15
showed connection to the existing diabetical state. The sample donors suffering from diabetes
mellitus showed a significantly stronger positive ionotropic reaction to isoproterenol, and BGP-
15 had a stronger negative ionotropic effect on these samples. In the second experimental setup,
we used a hypercholesterolemic rabbit model to study the short (single i.v. bolus) and long term
(p.o. for 16 weeks) effect of BGP-15 on the cardiac functions. Based on our experiences, BGP
15 improved diastolic functions, while having no effect on the vascular NO release. We
validated BGP-15’s cardiac effects with functional testing, and to understand the processes in
the background, we conducted molecular biological tests. Based on the results, BGP-15 restored
the titin isoforms, and increased the ratio of Serl6 phospholambane. It reduced the total
phospholambane and increased cGMP level, which through PKG pathway plays an important
role in the pathophysiology of heart failure. We proved the blocking effect of BGP-15 on the
PEDAJSA in vivo and on the PDEL in vitro. Our studies prove multiple diastolic parameter of
the heart failure could be improved by BGP-15, and these effects are expressed stronger on a
diabetic heart. Given the seriousness of the metabolic syndrome as a cluster of metabolic
abnormalities and the limitations of the available therapies, focusing on BGP-15 in future

studies is something worth considering.
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11. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Juhdsz Béla egyetemi docensnek belém vetett hitéért,

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

Ezaton szeretném megkdszonni Prof. Dr. Szilvassy Zoltan Intézetvezetonek a lehetdséget, hogy PhD

munkamat a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetnél végezhettem.

Végteleniil halas vagyok Dr. Gesztelyi Rudolf egyetemi docensnek, aki szakmai tamogatasa mellett

baratsagéval is megajandékozott.

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

Priksz Dénielnek az allatkisérletekben nyujtott hatalmas segitségét.

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

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

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

napokat.
K06szonom Dr. Kurucz Andrea biztatasat, baratsagat.

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

kollaboracios partnerének, aki hozzajarult jelen munka megsziiletéséhez.

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

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

A tanulmany alapjaul szolgalé kutatast az
Innovacios és Technoldgiai Minisztérium altal
meghirdetett  Fels6oktatasi Intézményi
Kivalosagi Program NKFIH-1150-6/2019
szamon tamogatta, a Debreceni Egyetem
Terapias célu  fejlesztések  témateriileti
programja keretében.

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

A TKP2021-EGA-18 szamu projekt a Nemzeti
Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Alapbol
biztositott tamogatassal, a TKP2021-EGA
palyazati program finanszirozasaban valosult
meg.
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12. Fiiggelék
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