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Bevezetés

Az orvostudomany fejlédésével parhuzamosan lehetdség nyilt az emberi
¢lettartam megnyujtasara is. Az 1950-es évek elbtt a legtobb eredményt a fiatalok
halanddsaganak csokkentésével érték el, de a 20. szazad masodik felében ez a
tendencia megvaltozott, és a 65 éves kor utani tulélési ardny novekedése segitette
a fejlodést (Oeppen & Vaupel, 2002). Az életkor elérehaladtaval azonban szamos
betegség, tobbek kozott a cerebrovaszkularis €s a kardiovaszkularis betegségek
prevalencidja is ndvekedést mutat, mely uwjabb kihivasok elé 4allitja az
orvostudomanyt (Arvanitakis & Bennett, 2019; Groenewegen et al., 2020).

A cerebrovaszkularis korképek koziil a demencia az egyik leggyakoribb, mely az
¢letmindség romlasahoz vezet €és annak ellenére, hogy vilagszerte millidkat érint,
kezelési lehet6ségeink mégis kifejezetten limitaltak. Ahhoz, hogy a demencia
kezelésében fejlédést tudjunk elérni, elengedhetetlen, hogy a betegség
korelettanat megértsiik.

Szamos kutatds megjelent a lehetséges okokrdl, azonban ezek koziil kiemelkedik
az agyi vaszkulatira karosodasdnak a szerepe. Ismert, hogy az agyi érhalozatot
éro oxidativ, nitrativ stressz, mitokondrialis diszfunkcio, valamint az antioxidans
mechanizmusok karosodasa vaszkularis gyulladashoz, ezaltal az érfunkciod
karosodasdhoz vezethet, mely Osszefiiggésbe hozhatdo a demencidk
pathomechanizmusaval (Cui et al., 2012; Pizzino et al., 2017; Tarantini et al.,
2019; Unguvari et al., 2007). Kevésbé ismert azonban az érrendszeri remodelling
karosodasanak, valamint az agyi vénds rendszer korral Osszefiiggd pathologias
elvaltozasainak a koroktani szerepe.

A cerebrovaszkularis koérképek mellett az  életkorral novekszik a
kardiovaszkularis korképek prevalencigja 1s, amik kozil kiemelkedik a
szivelégtelenség, mely 2020-as adatok alapjan viladgszerte tobb, mint 60 millid
embert érintett. Annak ellenére, hogy szamos farmakolodgiai és eszk6zos terdpia
megjelent a betegség kezelésére az elmult évtizedekben a diagndzistol szamitott

10 éves talélés tovabbra is 40% alatt van (Groenewegen et al., 2020).



Az utobbi években a farmakologiai terapia egyik f6 fokusza a pozitiv inotrop
szerek fejlesztése felé fordult. Bar a tradicionalis pozitiv inotrop szerek, mint a
dobutamin, vagy a milrinon, tovébbra is az akut szivelégtelenség ellatas
sarokpontjanak szamitanak, szamos mellékhatasuk ismert. Eppen ezért aktiv
kutatasok indultak egyéb pozitiv inotrdp hatasu szerek fejlesztésére, melyek koziil
kiemelend6 a Ca?*- érzékenyitd hatasi Levosimendan és a direkt miozin aktivator
Omecamtiv Mecarbil (OM) (Teerlink, 2009).

A Levosimendan egy Un. ,,centralis” mechanizmus utjan hato pozitiv inotrop szer,
mely a troponin C (TnC) fehérje Ca?" iranti affinitasat képes fokozni, illetve az
ATP-szenzitiv  kdlium csatortndk aktivalasa 4altal vazodilataciot és
kovetkezményes vérnyomasesést eredményez. Bar igen hatasos szer, csak
intravénas valtozatban érhetd el €s a hipotonizalo, valamint szérum kalium szintet
befolyasolo hatdsa miatt nem alkalmazhato széles kdrben (Parissis et al., 2009).
Az OM ezzel szemben per os is alkalmazhatéd un. ,,downstream” mechanizmus
utjan hato pozitiv inotrop. Hatasat tekintve egy miozin ATP-az, azaz felgyorsitja
az ATP hidrolizisét és ezaltal fokozza az erds aktin-miozin keresztkotések szamat,
amely egy kinetikdjdban lassabb, de erdteljesebb szivizom kontrakciot
eredményez (Teerlink, 2009). Az OM-el végzett klinikai vizsgalatokkal
parhuzamosan azonban tobb olyan kdézlemény is napvildgot latott, mely a szer
potencialis negativ hatasait targyalta (Bakkehaug et al., 2015; Nagy et al., 2015;
Nanasi et al., 2017). Ezek alapjan kulcsfontossdgu, hogy megértsik az
alkalmazott terapidk pontos miikodését, mely altal a hatdsossaguk javitasa, karos

hatasaik kikiiszobolése i1s elérheto lehet.



Célkitiizés

Bar szdmos tanulmany napvildgott latott a demencia lehetséges okairdl és a
vaszkularis kognitiv karosodas potencialis patomechanizmusairdl, definitiv
terapia tovabbra sem all rendelkezésre. Ezzel parhuzamosan a szivelégtelenség
beteg hosszu tavu életkilatasai tovabbra is rosszak. Mind a két esetben a
pathomechanizmusnak és a gyogyszerek hatasmechanizmusanak pontosabb

iIsmerete sziikséges. Ennek megfelelden a céljaink a kovetkezok voltak:

e Vizsgaltuk a magas vérnyomas hatasat az agyi erckben 1étrejovo

remodellingre az 6regedés modelljéiil szolgald IGF-1 hianyos allatokban.

e Tanulmanyoztuk az agyi vénas nyomasfokozodas hatasat a neuroldgiai és
kognitiv ~ funkciéra, valamint a neurovaszkularis  kapcsolasra

allatmodellben.

e Teszteltik az Omecamtiv Mecarbil in vivo és in vitro hatasait

allatmodellekben.



Anyagok és modszerek

Az IGF-1 szerepe a vaszkularis remodellingben

Az allatmodell

A kisérlethez az Igfl gén 4. exonjara floxolt homozigdta him egereket (Igf1{/f;
C57BL/6 hattérben) hasznaltunk, melyekben sikeriilt keringd IGF-1 hianyt
indukdlni a Cre rekombinaz adeno-asszocialt virus (AAVS) altal kozvetitett
expressziojaval a majban 4 hoénapos korban. A kontroll csoport C57BL/6
egerekbdl allt. A magas vérnyomast szubkutan elhelyezett angiotenzin-II tartalmu
ozmotikus minipumpakkal valtottuk ki. A normotenziv csoportnak sooldatot
tartalmazo pumpa kertilt behelyezésre. Minden eljarast jovahagyott és kovetett az
Oklahomai Egyetem HSC Intézményi Allatgondozasi és Felhasznalasi

Bizottsaga.

Az artéridk szerkezeti és mechanikai jellemzoinek meghatarozdsa

A felhasznalt allatok kiprepardlt arteria cerebri media agait két iiveg
mikropipettara rogzitettiik fel egy szervkamraban, oxigénnel dusitott Ca2*-mentes
Krebs-pufferben, a be- és kiaramlasi nyomasokat pedig kontrollaltuk. A belso
atmérat €s a falvastagsagot az intralumindlis nyomas 1épcsdzetes (5 és 160 Hgmm
kozotti) novelését kovetden, videomikroszkOpos rendszer segitségével
rogzitettiik. Az MCA-k falan beliili VSMC-ket fluoreszcens festékkel calcein
AM-vel toltottik fel a media vastagsaganak és a VSMC hipertrofidjanak
felmérésére. A fent emlitett morfometriai adatok meérésével ki tudtuk szamolni a
cirkumferencidlis straint, a cirkumferencidlis stresszt ¢és a Young-féle
rugalmassagi modulust. A vaszkuldris remodellinget az MCA-k passziv,
nyomasfiiggd belsd atmérd-valtozasanak merese altal kalkulaltuk, mig a VSMC-

hipertroéfiat a VSMC-k méretének mérésével kaptuk meg.



Az artériak konfokdlis/multifoton mikroszkopos képalkotdsa

Az elasztintartalmat €s a sejtszamot konfokalis mikroszkdppal hatdroztuk meg. A
kaniilalt artéridkat 4%-os paraformaldehidben rogzitettiik, mikozben 1 6ran at 70
Hgmm-en nyomas ala helyeztik. A preparatumokat Triton X-100-as
permeabilizacidt kovetden 4',6-diamidino-2-fenil-indolban (DAPI), Alexa Fluor
633 Hidrazidban és Alexa Fluor 546 Phalloidinben inkubaltuk. Az ereket Leica
SP5 konfokalis/multifoton mikroszkoppal abrazoltuk, a képeket feldolgoztuk, és
meghataroztuk a VSMC magjai, az elasztin és az aktin altal elfoglalt teljes

térfogatot.

A vaszkularis remodellinggel kapcsolatos gének expresszios valtozasainak
meghatdrozasa

qPCR technikat hasznalva mértik meg az elasztin, -elasztolitikus és
kollagenolitikus matrix metalloproteindzok, az elasztin komplex szerkezetét
meghataroz6 faktorokat kodold gének, az extracellularis matrix keresztkotéseiért
felelés gének, valamint a vaszkularis remodellinget szabalyozd novekedési

faktorok kodolasaért felelos gének mMRNS expressziojat.

Statisztika

A csoportok kozotti kiilonbségeket egyutas ANOVA-val, majd Tukey post hoc
tesztjével allapitottuk meg. p <0,05 volt szignifikdns. Az adatokat atlag + SEM-
ben fejezziik ki. A statisztikai elemzéseket Prism 5 szoftverrel (GraphPad)

végeztiik.

Az agyl vénas pangas €és a neuroinflammacio szerepe az életkorral O0sszefiiggd

vaszkularis patologidkban
Az allatmodell
Kisérleteinkhez 10 honapos, feln6tt him C57BL/6 egereket hasznaltunk. Az

agyi vénas pangas kivaltasahoz az egereken bilateralis jugularis vénas lekotést



alkalmaztunk. A kontroll csoport ,,sham” operdcion esett at. A magas vérnyomast
a fentebb targyaltaknak megfeleléen indukaltuk. Minden eljarast jovahagyott és
kovetett az Oklahomai Egyetem HSC Intézményi Allatgondozasi és Felhasznalasi

Bizottsaga.

Az allatok neurologiai funkciojanak, viselkedéséenék és kognitiv funkciojanak a
felmérése

A neurologiai vizsgalat a spontan aktivitas, a végtagok szimmetridjanak, a
mellsé végtag nyujtasi  képességének, a maszoképességnek, a test
propriocepcionak, a bajuszszOr érintésére adott valasznak és a jaras
koordinaciojanak a felmérésébol allt. Ezen feliil 8 karu wvizilabirintusban
teszteltiik a térbeli és a hosszii tavi memoriat, Rotarod eszkoz segitségével a
motoros készségtanulast, valamint markolatméro segitségével az eliilsé végtagok

izomerejét.

A neurovaszkuladris kapcsolasi valaszok mérése

A funkciondlis hiperémia (neurovaszkuldris kapcsolds) felmérésére a
boditott egereket immobilizaltuk, €s sztereotaxias keretre helyeztiik, a fejbort és
a csonthartyat félrehtiztuk, és a koponyat fogaszati furdéval Ovatosan
elvékonyitottuk, mikdzben folyékony pufferrel hiitottik. A funkcionalis
hiperémia meghatarozasdhoz bajuszszOr stimulaciot alkalmaztunk, ¢és a
szomatszenzoros kortex feletti regionalis véraramlasi kiilonbségeket lézer-

speckle kontraszt képalkotd berendezéssel rogzitettiik.

A vér-agy gat sériilesének és a mikroglia aktivalodasanak mérése, valamint a
proinflammatorikus génexpresszio vizsgalata a hippocampusban

A vér-agy gat sériiléseinek a detektalasara ¢s a mikroglia aktivalodasanak
a mérésére immunfluoreszcens jelolést és konfokalis mikroszkdpiat hasznaltunk.

A vér-agy gat sériilését az extravazalt IgG azonositasaval a mikroglia aktivaciot



pedig Ibal jeloléssel detektaltuk. A proinflammatorikus génexpressziot real-time

qPCR technikaval vizsgaltuk.

Statisztika

A csoportok kozotti kiilonbségeket egyutas ANOVA-val, majd Tukey post
hoc tesztjével allapitottuk meg. p <0,05 volt szignifikdns. Az adatokat atlag +
SEM-ben fejezziik ki. A statisztikai elemzéseket Prism 5 szoftverrel (GraphPad)
veégeztiik.

Az Omecamtiv Mecarbil in vivo €és in vitro hatasai allatmodellben
Az allatmodell
Az in vivo vizsgalatokat 13-15 hetes him, 300-330 g tomegii Wistar-Kyoto

patkanyokon végeztiik. A miocitakat mongrel kutyakbol 1zolaltuk.

Hemodinamikai mérések

A pentobarbital-natriummal altatott, intubalt, 1€legeztett patkanyoknak a
vena jugularison keresztiil adagoltuk az OM-et. A mérésekhez egy 2-Fr
nyomasvezetd mikrokatétert helyeztiink be a jobb nyaki artériaba, €s ezt kovetden
lejuttattuk a felszalld aortdba. A katétert ezutan nyomadasszabdlyozas mellett
tovabbitottuk az LV-be. Els6ként steady-state 4allapott PV relaciokat
rogzitettiink,majd 10 perces stabilizalodast kovetden a jeleket folyamatosan
regisztraltuk 1000 minta/s mintavételezési sebességgel. Az LV P-V
osszefiiggéseit kiilonbozo eldterheléseknél hataroztuk meg a vena cava inferior
tranziens okklozidja 4ltal, hogy ilyen modon megkapjuk az LV szisztolés és
diasztolés funkcid terheléstdl fiiggetlen paramétereit. Az alapparaméterek
rogzitése utan DMSO-t (olddszer) €s harom egymast kovetd OM-dozist (200, 400
¢s 600 pg/ttkg) injektaltunk intravénds bolusként, ami a maximalis 1200 pg/ttkg

kumulativ dozist eredményezte.



Vérnyomdsmérés

Az altatott patkdnyoknak az OM-et a vena jugularison keresztiil adagoltuk
névekvo dozisban (200, 400 és 600 pg/ttkg) a vérnyomast pedig invaziv modon,
a jobb carotis artéria kaniildlasa altal rogzitettik. Az els6é méréseket az

oldoszerrel, DMSO-val végeztiik.

Echocardiographia

A patkanyokat ketaminnal ¢és xilazinnal végzett boditds utan
melegitdparnara helyeztiik, ahol a bal vena jugularist kaniilaltuk, hogy a névekvo
dozisu OM bolusokat (200, 400 és 600 pg/ttkg) be tudjuk adni. Ezt kdvetéen 2D
¢s Doppler vizsgalatot végeztiink az atmérdk, valamint a szisztolés és diasztolés

funkci6 meghatarozasara.

Mechanikai mérések permeabilizalt miocitdkon

A mérésekhez mélyhiitott (-80°C) humén bal kamra szabad fali mintékat
(nem beiiltetett donorszivekbdl) 1zolald oldatban mechanikusan feltortiik, majd
Triton X-100 segitségével permeabilizaltuk. A miocita méretli preparatumokat
szilikon ragasztoval rogzitettiik egy nagy sebességili hosszszabalyozd és egy
erémérd kozé 1ISO-ban 15 °C-on. A szivizomsejtek Ca?*-aktivalt er6képzését ugy
valtottuk ki, hogy a készitményt relaxalo oldatbol vittiik 4t aktivalod oldatba. A
relaxalé oldat pCa értéke 9,0 (1 nM szabad Ca?*), mig a maximalis aktivalé oldat
pCa értéke 4,75 (18 uM szabad Ca?*) volt. A maximalis Ca?*-aktivalt erét (Fmax)
pCa 4,75 értéknél hataroztuk meg. Minden egyes Ca?*-fiiggd aktiv erémérést
passziv erejét (Fpassziv) Ggy, hogy a preparatumot az eredeti sejthossz 80%-ara
csokkentettilk 8 madasodpercre relaxdlo oldatban. Az erdmérések soran 4
kiilonb6z06 sziv LV-mintajat (szivenként 5-6 szivizomsejtet) hasznaltuk. Az OM

hatdsat a Triton-X-100 permeabilizalt human szivizom 6sszehuzodasra alacsony
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teszteltik

Kutya kamrai kardiomiocitak izoldlasa, majd akcios potencial, sejthossz és
Ca2+-tranziens mérések elvégzése

Mindkét nemhez tartozo kifejlett kutyakat 10 mg/kg ketamin-hidroklorid
¢s 1 mg/kg xilazin-hidroklorid intramuszkularis injekcidjaval érzéstelenitettiik. A
sziveket gyorsan eltavolitottuk, és Tyrode oldatba helyeztik, az izolalt
kardiomiocitakat pedig enzimatikus diszperzioval allitottunk elé. Az akcios
potencidl rogzitéséhez életképes, tiszta csikozast mutaté kamrai kardiomiocitakat
helyeztiink egy inverz mikroszkdp targyasztaldra szerelt 1 ml térfogath kisérleti
kamraba. Az {ilepités utan a szivizomsejteket folyamatosan 37 °C-0s Tyrode
oldattal 1-2 ml/perc sebességgel szuperfundaltuk. A sejteket 3 M KCl-mal toltott
hagyomanyos boroszilikdt mikroelektrodakkal —szartuk meg, amelyek
csucsellendllasa 20-40 MQ kozott van, és egy Multiclamp 700A erdsitd
bemenetére csatlakozik. Akcids potencidlokat (AP) valtottunk ki ezeken az
intracellularis elektrédakon keresztiil, 2 ms széles, téglalap alaku &ramimpulzusok
alkalmazéasaval, amelyek amplitadoja kétszerese a diasztolés kiiszobértéknek. Az
AP-kat 1 Hz, 2 Hz, 3,33 Hz, 4 Hz és 5 Hz ingerlési frekvencidkon rogzitettiik,
ebben a sorrendben, 1 uM OM hianyaban és jelenlétében. A sejthosszt (CL) egy
video alapu edge-detektor rendszerrel mértiik az AP felvételekkel egyidejileg. Az
intracellularis Ca?* tranzienseinek fotometriai kimutatdsdhoz szivizomsejteket 5
uM Fura-2 AM-mel toltottiik fel Pluronic F-127-et tartalmazo Tyrode oldatban.
A fluoreszcenciat valtakozo, kétsugaras gerjesztésli fluoreszcens fotometrids
berendezéssel mértiik inverz mikroszkoppal. A Ca?*-kotott és Ca®*-mentes Fura-
2 festék fluoreszcens jeleit 340 nm-es (F340), illetve 380 nm-es (F380) gerjesztési
hullamhosszon detektaltuk. A kibocsatott fotonokat 510 nm-en detektaltuk egy
R1527P fotonsokszorozd csbvel. Az intracellularis Ca®" tranziens (CaT)

értékelésére az F340/F380 fluoreszcencia aranyt hasznaltuk.
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Statisztika

Az eredményeket atlag + SEM értékben fejeztiik ki. A normal eloszlasu
adatokat el6szor Shapiro-Wilk teszttel értekeltiik. Normal eloszlas esetén a tobb
csoportot tartalmazo adatsorokat varianciaanalizissel (ANOVA) (parositas hidnya
esetén kozonséges, ismételt mérések esetén Greenhouse-Geisser korrekcioval), a
tobbszOrds Osszehasonlitast pedig Holm-Sidak teszttel értékeltiik; mig a két
csoportot tartalmazo adatsorokat kozonséges, parametrikus T-teszttel értékeltiik.
A normal eloszlastol valo eltérés vagy alacsony megfigyelési szamok (n<6) esetén
nem-parametrikus teszteket alkalmaztunk. Ezekben az esetekben ismételt
mérésekhez Friedman tesztet fliggetlen mérésekhez Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk. A tobbszords Osszehasonlitdshoz Dunn’s tesztet hasznaltunk. Két
csoport értékeléseéhez Wilcoxon paros eldjeles rangtesztet (ismételt mérések)
vagy Kolgomorov-Smirnov tesztet (parositatlan értékek) hasznaltunk.

A p <0,05 volt a szignifikancia kritériuma.
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Eredménvek

Az IGF-1 szerepe a vaszkularis remodellingben

o7 e

mechanikat, és rontja az MCA-k strukturdlis alkalmazkodasat a magas
vérnyomashoz

Az IGF-1 hidny a falvastagsag szignifikans csokkenéséhez vezetett
normotenziv egerekben. Emellett jol 1athaté az MCA-k szerkezeti adaptacidja a
magas veérnyomashoz kontroll allatokban, ami a falvastagsig jelentOs
novekedésében, csokkent belsd atmérdben és a fal/lumen arany ebbdl kovetkezd
novekedésében nyilvanult meg. Kalceinnel festett vaszkularis simaizomsejteken
(VSMC) végzett mérések kimutattdk, hogy a falvastagsag novekedését legalabbis
részben a medialis VSMC hipertrofia okozta. A hipertonias kontroll egerek MCA-
iban a stress-strain gorbe balra tolodott el a normotenziv kontroll egerek MCA -
jaban kapott gorbéjéhez képest, ami az agyi artéridk merevségét jelzi. Maga az
IGF-1-hiany az MCA-k stress-strain kapcsolatdban balra eltolodassal és
megnovekedett cirkumferencialis fesziiltséggel jart. Az Ang-II infuzioja IGF-1-
hianyos egerekben tovabbi balra tolodast eredményezett az MCA-K stress-strain
gorbéjétdl, jelezve az erek fokozott merevségének jelenlétét. Konfokalis és
multifoton mikroszkoépiat hasznaltunk az MCA-k érfal-Gsszetételének tovabbi
felmérésére. Ezek a kisérletek alapjan megallapithattuk, hogy az IGF-1 hidnyos
MCA-k faldban az elasztintartalom csdkkenési tendenciajat, amely a magas

vérnyomas kivaltasa utan valt szembetlindbbé

Az IGF-1 hianya rontja a hipertonia altal kivaltott adaptiv valtozasokat az ECM-
hez kapcsolodo vaszkularis génexpresszios profilban

Megallapitottuk, hogy MCA-kban az IGF-1 hiany gatolta az Eln mRNS
expresszidjanak magas vérnyomas altal kivaltott valtozésait, az elasztin rostok

Osszeépiilését ¢€s atépiilését, valamint az ECM térhaldsodéasat szabalyozd
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faktorokat, illetve a vaszkularis remodelling folyamatait szabalyozo faktorokat és
a kollagének expressziojat is, mig nem gyakorolt jelentds hatast az MMP
expressziojara. A vaszkularis redox szabalyozasban szerepet jatszo tényezdok
kozott azt talaltuk, hogy az IGF-1 hianya negativan befolyasolta az antioxidans

Nrf2 (Nfe2/2) transzkripcids faktor expressziojat.

Az agyl vénas pangas €és a neuroinflammacio szerepe az életkorral 0sszefiiggd

vaszkularis patologiakban

A jugularis véna lekotése karosodott kognitiv funkciot eredményez egerekben
azonban nem befolyasolja a neurovaszkularis kapcsolasi valaszokat

8 kart vizilabirintusban végzett tesztek soran azt tapasztaltuk, hogy az
aloperalt egerek kombinalt hibaaranya alacsonyabb volt, mint a JVL operacion
atesett egereké. A munkamemoria (rovid t&vii memoria, amely az azonnali tudatos
¢szlelésben szerepet jatszik) elemzéséhez megvizsgaltuk a helytelen karokba valé
(rejtett platform nélkiili) 0jboli belépéseket. Azt talaltuk, hogy a munkamemoria
funkcidja a JVL operalt egerekben karosodott az dloperalt kontroll egerekhez
képes. A nem kognitiv paraméterek elemzése nem mutatott kiilonbséget, igy az
uszas sebességében ¢és a nem felfedezd viselkedésben (az az Osszesitett 1do,
amelyet az egerek nem a platform keresésével toltottek, példaul lebegve) nem volt
eltérés a két csoport kozott. Osszességében a fent emlitett eredmények azt
sugalljak, hogy az egereknél a JVL-hez tarsuld agyi vénas pangas rontja a
teljesitményt a 8 kart vizi labirintusban, ami a hippocampadlis térbeli tanulas és
memoria hanyatldsabol eredeztethetd, nem pedig a motoros vagy motivacios
folyamatok valtozasabol. Mindezzel parhuzamosan a neurovaszkularis kapcsolasi

valaszok a bilateralis JVL operacié nem befolyasolta.

A jugularis véna lekotésének hatasa a neurologiai paraméterekre, az izomerore

és a motoros tanuldsi funkciora
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Azt taldltuk, hogy a JVL a neuroldgiai pontszdm jelentds csokkenését
eredmeényezte a kontroll csoporthoz képest, mely egyértelmii neurologiai deficitre
utal. A JVL operalt egerek izomereje tendencidzusan csokkent volt a kontroll
allatokéhoz képest. A motoros képességek tanulasdt mddositott rotarod teszttel
értékeltiik. Egyensulyt és alloképességet tekintve nem volt érdemi kiilonbség a

két csoport kozott.

A jugularis véna lekotése sulyosbitia a hipertonia altal kivaltott BBB karosodast
a hippocampusban

Extravazalt plazmabol szarmazoé IgG-t hasznaltunk a megnovekedett
hippocampalis cerebrovascularis permeabilitds markereként. A plazmébol
szdrmazd 1gG immunfestése jelentds IgG-lerakddasokat mutatott ki JVL operalt
egerek hippokampuszdban, amit tovabb sulyosbitott a magas vérnyomas. A
hipertonias aloperalt egerek hippokampuszdban az IgG kilépés mértéke
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mig a normotenziv aloperalt egerek esetében

egyaltalan nem volt kimutathato IgG kilépés.

Az Omecamtiv Mecarbil in vivo és in vitro hatasai allatmodellben

Az Omecamtiv mecarbil in vitro befolyasolja a Triton-X-100-al permeabilizalt
merevségét

A kalcium-fiiggé aktiv er6 szignifikansan megndvekedett nagyon alacsony
Ca®*-szintek mellett is 1 uM OM jelenlétében. Példaul az erd értéke relaxalo
oldatban (pCa 9) 1,1 0,2 kN/m2 volt, az OM hidnyaban mért 0 kN/m2 értékhez
képest. A miocita erdgeneralas Ca?*-érzékenysége (pCa50) pedig 5,86 + 0,02-r81
6,42 £0,06-ra n6tt 1 uM OM jelenlétében. Ugyanaz a dozis OM tobbszordsére
ndvelte a Ca?*-aktivalt er6termelést (Faktiv) alacsony Ca?*-koncentracié mellett

(a pCa 6,2-nél a Faktiv 1,7+0,3-r0l 8,6+ 1,9 kN/m2-re nétt). A Ca®*-fiiggd
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erbgeneralds sebessége (ktr) 1 uM OM-koncentracid mellett a Ca?'-
koncentraciotdl fliggetleniil csokkent (0,97 £0,06-r61 0,04+0,01 1/s-ra, és
0,28+0,01-r61 0,107 0,04 -re) magas és szubmaximalis Ca?*-szintek mellett.
Mindezek mellett a fél-maximalis 6sszehuzddashoz sziikséges id6 és a relaxacid
(trelax) kinetik4ja szintén lelassult szubmaximalis és magas Ca®*-szintek mellett
1uM OM jelenlétében. Végiil a Ca?*-fiiggetlen (passziv) merevség (Fpassziv)
0,88+0,10-r61 3,88+0,44 kN/m2-re, illetve 1,03+0,12-r61 3,25 + 0,4-re nott

szubximalis és magas Ca?" szintek mellett 1uM OM jelenlétében.

Az Omecamtiv mecarbil pozitiv inotropiat valt ki patkanyban in vivo

A 200, 400 és 600 pg/testtomeg-kg (BW) OM intravénas, kumulativ
alkalmazéasa (1200 pg/ttkg maximalis doézissal) javitotta a sziv szisztolés
funkci0jat, amint azt az echokardiografia is kimutatta. Az ejekcids frakcio (EF)
73,3 £2,2-161 87,4+ 3,6%-ra nétt, amivel parhuzamosan a szisztolés ejekcids 1d6
(SET) 75,2+2,5-r61 117,4+6,1 ms-ra nétt, jelezve a kontrakcid kinetikdjanak
lassuldsat. A szisztolés funkcio javulasat az LV P-V mérések is kimutattak,
azonos korilmények kozott. A terheléstdl fiiggetlen kontraktilitdsi indexek
szintén egyértelmii javuladst mutattak a szisztolés teljesitményben: mind a
végszisztolés P—V 0Osszefliggés (ESPVRq), mind a preload-recruitable stroke
work (PRSW) nétt.

Az Omecamtiv mecarbil diasztolés diszfunkciot okoz patkanyokban in vivo

Az OM-kezelés a diasztolés diszfunkcio jeleivel is Osszefiiggésbe hozhatd
az echokardiografian: a mitralis billentyli szintjében mért E:A arany 2,02 +0,08-
rol 1,45 +£0,03-ra csokkent; Az izovolumetrias relaxacios id6 (IVRT) 25,6 + 1,6
ms-rél 52,7 + 2,7 ms-ra, a bal pitvari (LA) belso teriilet pedig 29,4 + 1,7-r61 48,3
+ 2,0 mm?-re n6étt a maximalis alkalmazott OM koncentracio mellett. A diasztolés
diszfunkciora utald jelek jelen voltak a P—V analizissel is. Az izovolumetrias

relaxacios allandé (Tauw) 9,2 £ 0,4-r6l 15,2 + 0,7 ms-ra nétt, és a diasztolés
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nyomas csOkkenésének maximalis sebessége (dP/dtmin) - 11642 + 0,4-r6l

— 8096 + 614 Hgmm/s-ra csokkent.

Az Omecamtiv mecarbil in vivo magas dozisokban hipotenziot valt ki patkanyban

Az OM mind a szisztolés (149 + 6-r6l 49 £ 6 Hgmm-re P<0.05), mind a
diasztolés (130 £4-r6l 37 =4 Hgmm-re P<0.05) vérnyomas értékeket jelentésen
csokkentette 1200ug/kg kumulativ dézoisban. Fontos megjegyezni, hogy a szer
nem volt hatassal a pulzusszamra, fiiggetleniil a hipotenzio kialakuldsatol

(443 £ 18 és 445 £ 16 {ités/perc a kezelés elott €s utan).

Az Omecamtiv mecarbil tranziens elektromechanikus valtakozast valt ki
patkanyban nagy dozisok mellett in vivo kériilmenyek kozott

Az OM tranziens, periodikus, elektromechanikus valtakozasokat valtott ki.
Ezeket a normal és az alacsony vagy hidnyzo kilokdédések kozotti oszcillacid
jellemezte ttésrodl-iitésre. Ezt a mintazatot a 30 vizsgalt patkany koziil 23-nél
figyeltiik meg. Valtakoz6 kontraktilis diszfunkcio részleges vagy teljes formaban
nyilvanul meg, €s a bal kamra diasztolés telédése kiillonbozteti meg a két format.
A részleges alterndnsokat akkor hatdroztuk meg, amikor a normal szisztolét
részleges toltés kovette, és ennek kovetkeztében csokkent a bal kamra
lokettérfogata. A komplett alternansok esetében gyakorlatilag nem volt bal kamrai
toltddes, €s ennek kovetkeztében elégtelen 6sszehtizodéas kovetkezett a normal
systole utdn. Az alternansz mintdzat magas OM doézis mellett (tobbségében 1200
ug/ttkg kumulativ doézis) indult el a pulzusszam emelkedését kovetden vagy
extrailités utan. Mérhetd paraméterekben is tiikrozodott ez a valtakozas: a
szisztolés ejekcids 1dO pédaul kifejezett valtakozast mutatott OM 1200 pg/kg
kumulativ dozis mellett (111,9 & 1,8 ms-r6l 82,1 + 3,0 ms-ra) az egymast kovetd

utések esetén.
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Az Omecamtiv mecarbil megvaltoztatia az intracellularis Ca®* kezelést kutya
szivizomsejtekben in vitro

Az 1 pM OM-val veégzett kezelés novelte a nem stimulalt sejtek
merevségét. A nem stimulalt kardiomiocitdk hossza 1 uM OM jelenlétében
131+ 14-r61 112+ 11 pm-re csokkent. Az izolalt LV kardiomiocitak stimulalasa
(3 Hz-nél gyorsabb) az in vivo mérésekhez hasonloan oszcillaciot eredményezett
a normal ¢és a csokkent Osszehtizddasok kozott iitésrol-iitésre. Valtakozast akkor
tekintettiink valosnak, ha > 10%-os kiilonbség volt az egymast kovetden rogzitett
stimulalt sejtrovidilések kozott. Ez a valtakozas 14 sejtbdl haromban volt jelen 4
Hz-en, ¢és 14-bodl kilencben 5 Hz-en. A valtakozast ezt kovetdoen 5 Hz-en
vizsgaltuk a sejthossz, valamint az intracellularis Ca?*-koncentracié és a
membranpotencial (AP) valtozasanak parhuzamos rogzitésével. Nem volt
kiilonbség a kontrakcidoban (a sejthossz csokkenése) az OM kezelés elott az
egymast kovetd kontrakcidokban (14,20 = 2,09 és 14,16 = 2,06 um), mig az OM
beadasa utan szignifikans kiilonbség alakult ki (16,6 +£2,0 és 7,6; = 0,9 um). Ezzel
parhuzamosan a Ca?'-tranziensek amplitiddja (CaT amplitado) 0,69 + 0,04-r6l

0,41 £ 0,08-ra csokkent.
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Megbeszélés

Kisérleteink sordn a cerebrovaszkularis oregedés két aspektusat vizsgaltuk meg
¢s vizsgalatainkra tdmaszkodva tobb kovetkeztetést is levonhatunk. Egyrészt az
IGF-1 hianya negativan befolyésolni latszik a magas vérnyomads okozta adaptiv
media hipertrofiat és a szabalyozott ECM-remodellinget, csokkenti az elasztin
tartalmat €s gyengiti az ECM-hez kapcsolddo génexpresszid adaptiv valtozasait
egérmodellben. Ezek alapjan ugy tlnik, hogy a keringé IGF-1 kritikus szerepet
jatszik az agyi artériak szerkezeti integritdsanak fenntartasdban hypertenziv €s
normotenziv allapotban egyarant. Ismert, hogy az IGF-1 szintje csokken az
¢letkorral, ami kihathat a VSMC fenotipus valtozasara €s az artérias fal adaptiv
atépiilésére, igy 1dos korban hozz4ajarulhat az intracerebralis mikrovérzésekhez és
a kovetkezményes kognitiv karosoddsokhoz. Eredményeink 1j bizonyitékot
szolgéltatnak arra vonatkozoan, hogy az IGF-1 hidny hozzajarul az egér agyi
artériak atalakulasdhoz és szerkezeti gyengiilés€éhez, utanozva az érrendszeri
oregedeés szamos aspektusat. Tudomasunk szerint az altalunk publikalt anyag az

elsd olyan tanulmany, amely kimutatta, hogy az IGF-1 hidny O0nmagéiban

crer

crer

1 hidnyos egerekben az agyi artéridk morfologidjaban és vaszkularis
mechanikdjdban a magas vérnyomas okozta adaptiv valtozasok kéarosodnak.
Maisodszor, a korabbi tanulmanyok azt mutatjak, hogy a hipertonia altal kivaltott
hipertrofias atépiilés a penetrald arterioldkban IGF-1-hidny esetén karosodik
(Toth et al., 2014). Harmadszor, eredményeink azt mutatjak, hogy az IGF-1 hiany
karosan befolydsolja a vaszkularis elasztin tartalom adaptiv valtozésait és az
ECM-komponensek expressziojat, valamint az ECM-6sszeallitast, térhaldsodast
¢s atéplilést szabalyozo tényezdket. Eredményeink fontos transzlacios
jelentdséggel birnak szdmos olyan betegség patogenezisében, amelyek

veszélyeztetik az artérias fal integritasat. Ilyen példaul az intracerebralis vérzések
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(ICH) kialakulasa is, mely azért is fontos, mert annak ellenére, hogy az ischaemias
stroke megel6zésében jelentds eldrelépés tortént az ICH-k el6forduldsa nem

csokkent az elmult évtizedekben (Ungvari et al., 2017).

A jugularis vénas nyomasemelkedésének hatasait tekintve, tudomasunk szerint ez
az els6 olyan tanulmany, amely bemutatja, hogy a bilateralis jugularis véna
elzarodasa altal kivaltott izolalt agyi vénas pangas egerek kognitiv hanyatlasaval
jar. Az 1dds betegekben gyakran kialakul a jugularis vénas reflux, ami a jugularis
véna belsé dramlasanak stagnalasahoz vagy megforduldsahoz vezet, elésegitve a
megnovekedett centralis vénas nyomads atvitelét az agyi vénas keringésbe. A
jugularis vénas reflux megeldzésében kritikus jelentdségli jugularis vénabillentyti
1ddseknél gyakran inkompetens, ami eldsegiti az agyi vénas nyomasfokozdodas
kialakulasat (Fulop et al., 2019). Azok a mechanizmusok, amelyek révén az agyi
vénas pangas/megnovekedett agyi vénds nyomads eldsegiti a kognitiv kdrosodast,
valoszintileg sokrétiiek. Vizsgalataink kozvetlen bizonyitékot szolgaltatnak arra,
hogy az agyi vénds pangas elOsegiti a BBB kéarosodasat, ami jelentOs
neuroinflammacioval (mikroglia-aktivacio, valamint a gyulladast eldsegitd
proinflammatoérikus citokinek, kemokinek, proteazok és az aktivalt mikrogliadkbol
szdrmazd reaktiv oxigéngyOkok neuronalis diszfunkcidhoz vezetnek. Fontos,
hogy kisérleteink alapjan, az agyi vénas pangasnak a vér-agy gat integritasara ¢és
a gyulladasos folyamatokra gyakorolt karos hatdsait stlyosbitja a komorbid

magas vérnyomads. Ennek a megfigyelésnek fontos klinikai jelentdsége van.

Az Omecamtiv Mecarbillal végzett kisérleteink alapjan a szer két, korabban eddig
fel nem ismert sajatossagarol szamoltunk be, amelyek atfednek a pozitiv inotrép
hatasaval. Az egyik a diasztolés funkcidt sulyosan karositd hatas. A masik pedig
egy periodikus elektromechanikus alternansz (magasabb OM-dézisoknal),

amelyben a normal iitések valtakoznak csokkent effektivitasti szivizom
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Osszehtizodasokkal itésrol-iitésre. A jelenség hasonld a pulsus alternans-hoz.
Fontos, hogy a > 1200 ng/ml d6zisok (koriilbeliil haromszor magasabbak, mint az
in vitro kisérleteinkben) egyes tanulmanyokban a szisztole tilzott megnyulasahoz
vezettek, igy korlatozva a koszoruér véraramlasat a diasztolé alatt, és ilyen mdédon
szivizom ischaemiat okoztak bizonyos esetekben. A kisérleteinkben alkalmazott
maximalis intravénasan beadott OM dozis a klinikai alkalmazasoknak megfelelt
(1000 ng/ttkg kezdeti dozis az els6 ordban). In vitro kisérleteinkben a sejtszintii
hatasokat 401 ng/mL (1 uM) OM-koncentracié mellett vizsgaltuk, ami atfedésben
van a gyogyszer kordbban publikalt hatékony klinikai szérumkoncentracidival.
Jelen kisérletek soran megerdsitettiik korabbi eredményeinket miszerint az OM-
et terdpias ddzisban alkalmazva igen robosztus Ca®*-szenzitizacios hatast lehet
elérni. Sejtszinten ez a hatas lelassult kontrakcios €s relaxacids kinetikaval,
valamint jelentdsen megnovekedett passziv merevseggel tarsult. Ezaltal a szernek
jelentds diasztolés diszfunkciot okozéd hatdsa is mutatkozott. Erdekes médon
néhany diasztolés paramétert (E:A arany, IVRT ¢és tw) mar az OM
legalacsonyabb doézisa is negativan befolyasolt (200 ug/kg). Az OM-kezelés
pozitiv inotropiat és diasztolés diszfunkcidt eredményezett izolalt human
szivizomsejtekben. Erdekes, hogy OM jelenlétében, mar passziv (diasztolés)
kortilmények kozott is megrovidiiltek ezek a sejtek. Ez 0sszeegyeztethetd azzal a
megallapitassal, hogy az OM latszolag Ca*-fiiggetlen moéodon novelte a
permeabilizalt emberi szivizomsejtek passziv merevségét, valamint lelassitotta a
kontrakcié utdni relaxdcidt. Adataink arra utalnak, hogy a fokozott Ca?'-
érzekenység mértéke szélsdséges lehet: mind a diasztolés megrovidiilés, mind a
szivizomsejtek passziv merevségének novekedése nagyon alacsony (diasztoles)
Ca%*-koncentracional jelentkezett. Ugy tiinik, hogy a Ca?*-fiiggd aktivacié és
disszociacio is sokkal lassabb OM jelenlétében. Az OM a szivizomsejtek
nyugalmi merevségét is ndvelte. Ez magyarazhato (1) az aktiv 6sszehuzodas Ca®*-
fliggetlen beinduldsaval vagy (2) azzal, hogy az OM a miozinon kiviil egyéb

kontraktilis fehérjékkel is kozvetlen kolcsonhatasba 1€p. Ezek a cellularis adatok
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egy alternativ mechanizmust feltételeznek az LV-atméré csokkenésének
hatterében: ez a diasztolés Ca?*-koncentracional fellépd kontrakcid a jelentOs
Ca?*-szenzitizacionak az eredménye is lehet. Emellett megerdsitettiik, hogy az
OM alacsony koncentracioban nem befolyasolja az intracellularis Ca?*-

tranzienseket. Ezzel szemben az OM magasabb koncentracioknal befolyasolta az

crer

------

Munkank masodik ujdonsaga, hogy az OM dozis- ¢€s latszolag pulzusfiiggo,
tranziens, elektromechanikus alternanszt valtott ki patkdnyban, amely a pulsus
alternanszhoz hasonld. Ez 30 patkanybol 23-ban volt jelen magas OM dozisnal
(1200 pg/kg). Tobbnyire enyhén emelkedett szivirekvencidndl vagy magasabb
stimulaciés gyakorisdgli periddusokban fordult el6 izolalt kutya LV
szivizomsejtekben (14 sejtbdl kilenc esetében 5 Hz-es stimulacios frekvencian),
ami arra utal, hogy ez a tulajdonsag szivfrekvencia-fiiggé lehet. Megvizsgalva az
EKG-t, a csokkent effektivitasa 0sszehuzodas nem jar a QRS morfolédgia, vagy a
QT-1d6 valtozasaval, azonban a T-hullamok {itésrdl iitésre valtakoznak az
alternansz jelenség sordn. Szivelégtelenségben szenvedd betegeknél tobbnyire a
betegség progresszidjaval parhuzamosan irtak le a T-hullam alterndnst. Kutatasi
adatok alapjan feltételezik, hogy a T-hullam alterndns megjelenése fokozhatja az
¢letveszélyes aritmidk  kialakuldasanak  valoszinliségét. Mely hatashoz
hozzajarulhat a robosztus Ca®*-érzékenyitd hatas is.

A fentiek alapjan két olyan nem elhanyagolhaté potencialis mellékhatasat
azonositottuk az OM-nek, ami alaashatja pozitiv hatasait és a klinikai
gyakorlatban is mindenképp javasolt kiilonds koriiltekintéssel eljarni a szer

hasznalatakor.
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Az értekezésben szereplo uj kutatasi eredménvek

1. Els6ként mutattuk ki, hogy az IGF-1 hiany 6nmagaban Oregedésszerti
tulajdonsagaiban. Emellett kimutattuk, hogy az IGF-1 hiany negativan
befolydsolja az artéridk hypertoniara adott adaptiv valtozésait, mely

génexpresszios szinten is kimutathato volt.

2. Igazoltuk, hogy az agyi vénas nyomasfokozddas a vér-agy gat sériilésén és
kovetkezményes neuroinflammacion keresztiil kognitiv zavarokhoz vezet

egerekben.

3. Az Omecamtiv mecarbillal végzett kisérletek soran megallapitottuk, hogy
a szer mar alacsony doézisban is (200 pg/ttkg) a diasztolés funkcid
romlasahoz vezet, mely izolalt human szivizomsejteken is azonosithatd

hatas volt.

4. Megallapitottuk tovabba, hogy az Omecamtiv Mecarbil magas dézisban
(1200 pg/ttkg) frekvenciafiiggd elektromechanikus alternanszhoz vezethet.
Ez a hatds nem csak in vivo azonosithatd, hanem a kardiomiocitak szintjén
is, ahol megjelent az egymast kovetd akcids potencialok hossza és a Ca?*-
tranziens is iitésrol iitésre valtozott. Mindezen hatdsok pedig T-hullam

alternansz formajaban mutatkoztak meg az EKG regisztratumokon.
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Osszefoglalis

Az oregedéssel szamos betegség prevalencidja novekedést mutat. Ezek
koziil kiemelend6 a demencia és a szivelégtelenség, mely két betegség Osszesen
tobb, mint 100 millié embert érint napjainkban. A demencia esetében, az intenziv
kutatdsok ellenére, igen limitalt eredményeket sikeriilt elérni mind a megeldzés,
mind pedig a progresszid lassitdsanak a teriiletén. Ezzel szemben a
szivelégtelenség terapidja robbands-szerlien fejlédott az elmult évtizedekben,
azonban a 10 éves talélés még igy is 40% alatt van (Arvanitakis & Bennett, 2019;
Groenewegen et al., 2020). Mind a két esetben a patofiziologia €s a potencialis
terapidk hatasanak a megértése vihet minket kdzelebb a hatékony terapidkhoz.

Munkank soran célunk volt egyrészt a kognitiv diszfunkcid
vizsgaltunk meg, mely a kutatdsokban alulreprezentélt: az adaptiv vaszkularis
remodelling valtozésait oregedésben, illetve az agyi vénas nyomasfokozodas
szerepét. Masrészt célul tlztik ki a csokkent ejekcids frakcioval jard
szivelégtelenség kezelésére fejlesztett direkt miozin aktivator Omecamtiv
Mecarbil in vivo és in vitro hatdsainak pontosabb megértését.

A kisérleteink soran szamos in vivo €s in vitro modszert alkalmazva t6bb
megallapitast is tettiink. Egyrészt megallapitottuk, hogy az 6regedéssel megjelend
IGF-1 hidny az agyi artéridkban a magas vérnyomasra adott adaptiv valaszok
karosodasat okozza. Ezen hatds hozzéjarulhat az artériads nyomashullam mélyebb
kozleményei alapjan mikrovérzések kialakulasahoz, lokalis
neuroinflammacidohoz ¢és kovetkezményes kognitiv diszfunkcidohoz vezethet.
Masrészt megallapitottuk, hogy az agyi vénas nyomasfokozddas egérmodellben a
vér-agy gat kéarosodasat okozza, ami génexpresszids szinten is igazolt

neuroinflammaciohoz és kovetkezményes kognitiv karosodashoz vezet.
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Végiil pedig igazoltuk, hogy a direkt miozin aktivator Omecamtiv Mecarbil
dézisfiiggd modon diasztolés diszfunkcidhoz €s tranziens elektromechanikus
alternansz kialakulasahoz vezethet. Ezen hatdsokat in vivo €s in vitro mérésekkel
Is igazolni tudtuk patkanymodellen, valamint human és kutya szivizomsejteken,
Is. Tovabba igazoltuk, hogy a tranziens elektromechanikus alternansz T-hullam
alternanszal is jar, mely irodalmi adatok alapjan kamrai arrythmiak
kialakulasahoz vezethet. Mindezen eredmények negativ fényt vethetnek az OM
pozitiv inotrop hatasara.

Kutatasi eredményeink alapjan kozelebb keriilhetiink ahhoz, hogy a
demencia kezeléséhez 0 tamadaspontokat talaljunk, illetve ahhoz, hogy az
Omecamtiv Mecarbil hatdsmechanizmusanak megértése altal meg tudjuk eldzni

a potencialisan fatalis mellékhatasok kialakulésat a szer alkalmazasakor.
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