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|. Bevezetés

Oreged6 tarsadalomban éliink. Az orvosbioldgiai kutatasok eredményei megadtak a
kulcsot az emberi élet bizonyos foki meghosszabbitasahoz (Crimmins, 2015). Mig az
1840-es években egy 45 évet élt svéd n6 matuzsalemnek szamitott, addig manapsag
a japan n6k atlagos varhatd élettartama meghaladja a 80 évet. Az elmult két
évszazadban a varhato élettartam linearisan emelkedett, ami korulbelll 25 évrél 65
évre nétt a férfiaknal és 70 évre a néknél. Az 1950-es évek elétt a legtébb eredményt
a fiatalok halandésaganak csdkkentésével érték el, de a 20. szazad masodik felében
ez a tendencia megvaltozott, és a 65 éves kor utani tulélési arany novekedése
segitette a fejlédést (Oeppen & Vaupel, 2002). Az el6rejelzések szerint az életkor
ndovekedésének tendencidja — klulénésen a fejlett orszagokban — folytatédik. Egy
hivatalos japan tanulmany alapjan, amelyet 1997-ben tettek k6zzé, a férfiak és nék
varhato élettartama Japanban 2050-re 82,95 lesz (Oeppen & Vaupel, 2002). Egy
masik tanulmany, amely az 1950-es évek japan halalozasi aranyok csokkenésének
adatait hasznalta, és ezeken a szamokon alapulé elérejelzéseket alkalmazott, még
hosszabb, 90,91 év varhato élettartamot szamolt ki a japanoknal ugyanerre az évre.
Az eloregedés Eurdépa szamara is komoly aggodalomra ad okot, hiszen az Eurostat
adatai szerint 2050-re a 65 év folottiek szama Eurdpan belul meghaladja a 129 milliot
(Eurostat, 2020). Ezek a szamok és tendencidak azt mutatjak, hogy a népesség
eloregedése nemcsak kozgazdasagi kérdés lesz, hanem oriasi terhet ré az
egészsegugyi rendszerekre szerte a vilagon. Tobbek kozott Magyarorszagra is, hiszen
a KSH adatai alapjan, mig 2021-ben 326 idéskoru jutott ezer 20-64 éves emberre, az
elbérejelzések szerint 2070-re ez a szam 612 lesz (KSH, 2022). Ennek megfelel6en
hazankban is egyre fontosabbak az dregedd tarsadalmi réteggel végzett kutatasok
(Czibere I. et al., 2019; Imre S.G. et al., 1999).

Az életkor nOvekedése csak az érem egyik oldala. Az életkor elérehaladtaval
egyre sérlulékenyebbek leszlink, és ezzel egyutt hajlamosabbak a kronikus
betegségekre, amelyek jelentésen ronthatjak az életminéséget. Az egészséges
élettartam annak az életszakasznak a hossza, amely alatt az ember mentes a kronikus
betegségektdl, és ennek megfeleléen funkcionalisan ép (Barzilai et al., 2016). A sziv-
és érrendszeri, onkoldgiai, ortopédiai vagy reumatoldgiai betegségek csak néhany

példa, amelyek ronthatjak az életmindséget.



A demencianak a prevalenciaja az dregedéssel né (Arvanitakis & Bennett,
2019). A demencia egy komplex szindroma, melynek hatterében szamos betegség
allhat. A diagnoézisahoz elegendé akar mar egy kognitiv funkcié (pl. nyelv, vagy tanulas
€s memoria) korabbi funkciéhoz képest Iétrejott jelentés romlasa, ha az elegendéen
sulyos ahhoz, hogy a mindennapi életben is gondot okozzon (Hugo et al., 2014). Nem
csoda, hogy ez hatalmas és folyamatosan noévekvd terhet ré6 a tarsadalomra és a
gazdasagra egyarant, ami miatt szamos kutatas indult, mely az egészseégi allapot
javitasat célozta, beleértve a betegek kognitiv funkciojanak javitasat is. Példaul az
inzulinszerl ndvekedési faktor (IGF) jelatvitelével és az mTOR-utvonallal végzett
manipulaciok hatékonynak bizonyultak a gerinctelenek élettartamanak és egészségi
allapotanak meghosszabbitasaban (Bartke et al., 2001). Ennél is fontosabb, hogy
figyelemre mélto sikereket értek el az emldsallatok terlletén is kaloriakorlatozassal,
amely modosithatja az 6regedéshez vezet6 konzervalt jelatviteli utakat (de Cabo et al.,
2014; Fontana & Partridge, 2015; Fontana et al., 2010). Bar még bdven van hova
fejlédni ezen a terlleten is (tulélés), a demencia (életmindség) rejtélye még kevésbé
megoldott.

Nem csak cerebrovaszkularis, de kardialis korképek gyakorisaga is novekszik
az életkorral. Ezek kozul pedig kiemelked6 a szivelégtelenség, mely 2020-as adatokat
felhasznalva vilagszerte 64,3 milli6 embert érint, ezzel prevalenciaja 1-2% kozott
mozog a fejlett orszagokban (Groenewegen et al., 2020). Bar kezelésében
letagadhatatlanul elképeszt6 fejlédés volt tapasztalhatd az elmult harom évtizedben,
egy friss tanulmany a szivelégtelenség tipusatol fuggetlenil az 1 éves tulélést 87%-
nak, mig a 10 évest 35%-nak becsulte (Jones et al., 2019). Ennek megfelel6en érthetd,
hogy nem csak az eszkozds, de a gyogyszeres kezelési lehetéségek is folyamatos
fejlesztés alatt allnak.

Dolgozatom elsé részében az dregedd agy nyujtotta kihivasokkal, valamint a
kognitiv karosodashoz vezet lehetséges vaszkularis patofizioldgiai valtozasokkal
foglalkozom, bemutatva kutatdcsoportunk eredményeit, melyek a kognitiv funkcié
megdrzését célozzak. Dolgozatom masodik részében pedig az dregedéssel szintén
ndvekvo prevalencidju, csokkent ejekcids frakcidval jaro szivelégtelenséggel és annak

egyik legujabb kezelési lehetéségével fogok foglalkozni.



[l. [rodalmi attekintés

II.1. Az 6regedd agy

Az emberi agy becslések szerint nagyjabol 86 milliard neuronnal rendelkezik. Ezek a
neuronok a kozponti idegrendszer (CNS) mas sejttipusaival egyutt, mint példaul a
mikroglia, az oligodendrocitdk és az asztrocitak, egy Osszetett halézatot alkotnak,
amely végsé soron megkuldonboztet minket, embereket a tdébbi fajtél (ladecola, 2017,
Kisler, Nelson, Montagne, et al., 2017; Kisler, Nelson, Rege, et al.,, 2017). Bar az
agynak oriasi energiaigénye van, maga a szovet nem képes tapanyagot tarolni, igy
mikddése teljes mértékben az érrendszerétdl fugg. Az agy vérellatastol valo
fuggb6sége egy jol szabalyozott érrendszert eredményez, amelyben az artériak,
arteriolak, kapillarisok, venulak és vénak egy hozzavetéleg 650 km hosszu haldzatot
alkotnak (Sweeney et al., 2018). A cerebrovaszkularis és kardiovaszkularis
betegségekben ugyanazok a kockazati tényezdk jelennek meg, mint példaul a magas
vérnyomas, a hypercholesterinaemia, és a diabetes mellitus, amelyek prevalenciaja
az életkor elérehaladtaval ndvekszik (Ungvari et al., 2020). A cerebreovaszkularis
patofiziolégiaval kapcsolatos kutatasok legujabb eredményei szintén alahuztak a
vaszkularis patolégiak és az agyi betegségek, példaul a demencia kozotti
Osszefuggést, amely egy olyan betegséghez vezet, amelyet vaszkularis kognitiv
karosodasnak (VCID) neveznek (Gorelick et al., 2011). A kardiovaszkularis és
cerebrovaszkularis betegségek tovabbra is a vezetd halalokok kdzott szerepelnek, de
fontos az is, hogy amennyiben nem haldlhoz vezetnek, ugy sulyos, hosszu tavu
rokkantsagot, jelentés életminéség romlast okozhatnak (Roth et al., 2020). Ez pedig
nemcsak sok id6s ember életminéségének kritikus valtozasat jelenti, hanem a
gazdasagot is karosan érinti.

Pusztan a demencia csaknem 50 milli6 embert érintett 2018-ban, ami becslések
szerint egymilliard dollaros koltséget jelentett (Patterson, 2018). Jol ismert és széles
kdrben vizsgalt szerepe van a makrovaszkularis betegségeknek (pl. atherosclerosis)
az életkorral 0sszefliggd cerebrovaszkularis betegségek patogenezisében, de az
utobbi években a mikrovaszkularis patologiak jelentésége is reflektorfénybe kertlt
(Ungvari, Tarantini, et al., 2018). Mindezekkel mellett az dregedéssel parhuzamosan
a véragygat (BBB) karosodasa is megjelenik és mértéke fokozdodik, mely szintén a

vaszkulatura szerepére iranyitja a figyelmet (Knox et al., 2022). A véragygat sérulése



pedig kovetkezményes neuroinflammaciohoz vezet, mely hatassal lehet a kognitiv
funkcidra bizonyos id6 elteltével. S6t, a BBB karosodasa korai biomarkere lehet a
kognitiv funkcié csékkenésének, ennek megfeleléen a BBB-t karositdé mechanizmusok
megértése kulcsfontossagu (Nation et al., 2019). Mivel az 6regedés nemcsak
szerkezetileg, hanem funkcionalisan is negativan befolyasolja a mikrokeringést, karos
hatassal lehet a szOvetek oxigénellatasara, a tapanyagszallitasra és a salakanyagok
eltavolitasara (Ungvari, Tarantini, et al., 2018). Az idds kor altal el6idézett valtozasok
azonban nem csak az érrendszerre, hanem a vér rheoldgiai tulajdonsagaira is negativ
hatassal vannak, ami tovabb fokozhatja a kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis
betegségek rizikéjat (Kovacs et al., 2006). Az érrendszeri 6regedés karos folyamata
elleni terapiak kidolgozasahoz ismernink kell az oOregedési folyamat soran
bekdvetkezs, a betegség kialakulasat el6segitd funkcionalis és sejtszintl molekularis

valtozasokat.

II.1.1. A Cerebrovaszkularis 6regedés feltételezett mechanizmusai

Tovabbra is vita targyat képezi, hogy az éregedés miként befolyasolja az érrendszert.
Az Oregedés maga egy betegség, vagy csak az érrendszer egészségét befolyasold
Osszes tényez6 elhuzdédd kitettsége a negativ hatasoknak? Egy anekdota szerint
Thomas Sydenham, a 17. szazadi angol orvos azt mondta, hogy az ember annyi idds,
mint az artéridi. Az érrendszeri 6regedés és annak sebessége személyenként valtozik,
sok tényez6tdl figgéen, mint példaul a genetika, a kdrnyezet és a kockazati tényezdok,
de sok koz0s ut is létezik. A kdvetkezd néhany bekezdésben az érrendszeri 6regedés
kUlonb6z6 aspektusait kivanom roviden — a téma nagysagat is figyelembe véve, a
teljesség igénye nélkll - ismertetni, els6sorban azokra a témakra dsszpontositva,

amelyekkel az altalam elvégzett kisérletek foglalkoztak.

[1.1.1.1. Oxidativ és nitrozativ stressz

A reaktiv oxigéngyokok (ROS), kdztuk a szuperoxid gydk (03), a hidrogén-peroxid
(H202), a hidroxilgydokok (*OH) és a szinglet oxigén (*O2) mind lehetnek bioldgiai
rendszerek termékei, fiziolégias anyagcsere-folyamatok soran keletkezve. Az eddig
O0sszegyujtott hatalmas mennyiségl bizonyiték alapjan ismert, hogy a ROS oxidativ
stresszhez vezethet, ha a ROS termelése és az antioxidans sejtszerkezetek aktivitasa

kozott barmilyen egyensulyhiany van (Pizzino et al., 2017). A szabad gyOkok szerepét
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az Oregedési folyamatban el6szor Danham Harman javasolta az 1950-es években, és
azébta is széles korben tanuimanyozzak (Harman, 1956). Bizonyiték van arra, hogy a
NADPH-oxidazok (Adler et al., 2003; Csiszar et al., 2002) és a mitokondriumok
(Csiszar et al., 2014) altal termelt reaktiv oxigénfajtak (ROS) nem csak endotelialis
diszfunkciot okozhatnak, hanem a nagy artériak Oregedéssel jar6 elmerevedését
(,stiffening”) is, allatmodellekben (Winder et al., 2021) és ember esetében is (Donato
et al., 2018; Mitchell et al., 2004).

A vaszkularis endotéliumnak szamos szerepe van, beleértve a gyulladasgatlé
és antithrombotikus hatast. A megndvekedett oxidativ stressz az érrendszerben az
endotéliumbdl szarmazo nitrogén-monoxid inaktivalasahoz vezet, ami kovetkezetesen
a szoveti perfuzié szabalyozasi zavarat okozza az endotél-fliggé értagulati hatasok
csOkkenése és fokozott érsziikitd hatas kovetkeztében (Cardillo et al., 2000; Donato
et al., 2009). A ROS endotéliumra gyakorolt karos hatdsa nemcsak a szivkoszoruér-,
hanem az agyi artéridkban is jelen van, ami potencidlisan neurovaszkularis
szétkapcsolashoz vezethet (ladecola, 2017; Tarantini, Tran, et al., 2017). A
neurovaszkularis szétkapcsolas azt jelenti, hogy karosodik a véraramlas pillanatrol
pillanatra torténd alkalmazkodasa a neuronok oxigén-igényéhez. Erre a dolgozat
tovabbi részeiben részletesen kitérek majd.

A reaktiv nitrogéngyokok (RNS) féként nitrogén-monoxid és szuperoxid
reakcidjaval jonnek Iétre, melynek eredményeképpen peroxinitrit (ONOO") képzédik. A
peroxinitrit felelés szamos ROS altal kdzvetitett hatasért a gyulladasos jelatviteli palyak
aktivalasa, a mitokondrialis funkcié kdrosodasa és kozvetlen citotoxikus hatasok révén
(Ungvari, Tarantini, et al., 2018). A redox-érzékeny jelatviteli utak kulcsszerepet
jatszanak a ROS és az RNS érrendszerre gyakorolt hatasaban, ami valésziniileg
érrendszerben lokalizaltan megjelend gyulladashoz, kovetkezésképpen

érelmeszesedéshez, aneurizma képzédéshez, valamint vérzésekhez is vezethet.

[1.1.1.2. Vaszkularis gyulladas

A vaszkularis gyulladés soran a ROS a proinflammatorikus jelatviteli folyamatok
aktivalasahoz vezet, beleértve az NF-kB kozvetitett utat (Ungvari et al., 2007). Ahogy

a ROS helyi gyulladashoz vezet az érfalban, ez a folyamat tovabbi ROS képz6édéshez

vezethet, ami 6rddgi kort eredményezhet (Siti et al., 2015).
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A megnovekedett vaszkularis gyulladas szamos kulonb6zd vaszkularis
korképekhez vezethet, amelyek mind a makro-, mind a mikrovaszkulaturat érintik, mint
példaul fokozott atherogenesis, mikrovaszkularis diszfunkcid, vér-agy gat diszfunkcio,
fokozott lokalis szdveti gyulladas és aneurizma képzddés (Csiszar & Ungvari, 2008).
Az dregedés dnmagaban a gyulladast el6segité génexpresszié ndvekedését okozza
mind az ér endotéliumaban, mind a simaizomsejtekben, helyi gyulladasos
mikrokdrnyezetet generalva az érrendszerben, ami veégsé soron érrendszeri
diszfunkciohoz és karosodott sejtanyagcseréhez vezet, ezzel hozzajarulva az
érbetegségek kialakulasahoz (Cernadas et al., 1998; Csiszar et al., 2003). Az
érgyulladasrél ismert, hogy el6segiti az endotél diszfunkciot, ami a sziv- és érrendszeri
kockazati tényezOk sarokkove, valamint ismert, hogy el6segiti az atheroszklerozis
kialakulasat is (Hadi et al., 2005). Az endotelin-1 tulzott expresszidja, amely az endotél
diszfunkcio egyik jellemzéje, oxidativ stresszhez és megnovekedett NADPH-oxidaz
aktivitdshoz vezethet, ami végsd soron néveli a szuperoxidszintet és ONOO" termelést
és az NO szint csOkkenését eredményezi. Ez a mechanizmus csak egy az oxidativ
stresszt és a csdkkent NO bioldgiai hozzaférhetéségét 6sszekdtd sok folyamat kozdl,
ami hozzajarul a sziv- és agyi érrendszeri betegségek kialakulasahoz.

A gyulladasos citokinek és kemokinek fokozott termelésének masik
mechanizmusa az endotelidlis 6regedés, amely az endotélsejtek o6regedéssel

kapcsolatos szekréciés fenotipusat (SASP) eredményezi. A SASP indukcidjaban az

NF-KB is részt vesz (Ungvari et al., 2011; Ungvari et al., 2013).

[1.1.1.3. Mitokondrialis diszfunkcio

Bar a disszertaciéban — kisérletes szinten - nem térek ki részletesen a mitokondrialis
diszfunkcié szerepére, elkerllhetetlen a megemlitése az Oregedésben betdltott
szerepe miatt. A ROS-t részben a mitokondriumok allitiak el6, és ennek
eredményeként a mitokondridlis ROS (mtROS) szintén fontos szerepet jatszik az
érrendszeri o6regedésben. Az mtROS nagy része akkor keletkezik, amikor az
elektronok az elektrontranszport lancbol kozvetlenil az oxigénhez jutnak, ami
szuperoxid képz&désehez vezet, amelyet késébb a szuperoxid-dizmutaz (SOD) H202-
vé alakit (Cui et al., 2012). A vaszkularis sejtek mitokondriumabdl szarmazoé H20: is
az NF-kB ndvekedéséhez vezethet, ezaltal serkenti a gyulladast az érfalban (Ungvari

et al., 2007). A megnovekedett mtROS negativ visszacsatolassal a mitokondrialis
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funkcié tartés karosodasahoz vezethet, és igy karos hatassal lehet a sejtek
anyagcseréjére (Ungvari, Tarantini, et al., 2018). Sét, mivel a mitokondriumok
kulcsszerepet jatszanak az apoptézis folyamatanak szabalyozasaban, bizonyos
modositasok — példaul a permeabilitas poérusainak atmeneti megvaltozasa —
sérulékennyé tehetik a sejteket az apoptotikus jelatvitelt kivaltdé hatasokkal szemben
(Cui et al., 2012). Az déregedés el6rehaladtaval né az mitokondrialis DNS (mtDNS)
karosodasanak lehetésége, ami egy D-hurok nevil régiot is érint, amelyrél ugy
gondoljak, hogy az mtDNS replikacioért és transzkripcioért felelds, igy az 6regedés
karos hatassal van ezekre a mechanizmusokra is. Az mtDNS mas régidinak
karosodasarol is beszamoltak, mint példaul a NADPH-dehidrogenaz vagy citokrom-c-
oxidaz alegységeit kodold régiok, amelyek a ROS altal kdzvetitett mechanizmusokon

keresztul tovabbi lehetséges karos hatasokhoz vezethetnek (Cui et al., 2012).

[1.1.1.4. Antioxidans mechanizmusok és az Nrf2, valamint az IGF-1 szerepe

Nemcsak a megnovekedett oxidativ stressz és a proinflammatérikus utak
aktivalédasa, hanem a karosodott ROS és RNS elleni védekezési mechanizmusok is
hozzajarulhatnak az életkorral 6sszefliggb érelvaltozasokhoz. Szamos kilonb6zé
enzimatikus és nem enzimatikus antioxidanst irtak le. Az egyik csalad a szuperoxid-
diszmutazok (SOD), amelyeknek négy kulonbdz6 altipusa van, nevezetesen a réz-cink
SOD (CuzZnSOD), a mangan SOD (MnSQOD), a vas SOD és a nikkel SOD. A CuZnSOD
és az MnSOD a citoplazmaban, illetve a mitokondriumokban lokalizalodik. Ismeretes,
hogy az SOD szintje csokken az életkorral, ami kulcsfontossagu eleme lehet az id6sek
oxidativ stresszel szembeni sebezhetbségének (Younus, 2018). Az SOD-ok f6
hatdsmechanizmusa az 03 atalakitasa. H202-vé. A H202 korabban bemutatott negativ
hatasai miatt fontos a semlegesités is. Ezért a katalaz enzim felel6és (Mueller et al.,
1997; Muzykantov, 2001).

Ujabb felfedezés, hogy az érrendszeri védekezési mechanizmusok
karosodhatnak Nrf2 diszfunkcio esetén is (Ungvari, Tarantini, et al., 2018). Az Nrf2 egy
redox-érzékeny transzkripcidos faktor, amely pozitivan szabdlyozza a ROS-t
méregtelenité enzimeket, és szabalyozza azokat a tényezdket is, amelyek felelések a
ROS altal kivaltott molekularis karosodasok helyreallitasaért (Suh et al., 2004).

A normalis mikodés soran az Nrf2 a citoplazmaban a Kelch-szeri ECH-

asszocialt fehérjével 1 (Keap 1) vald kdlcsdnhatas révén kotédik meg, és a Keap 1
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el6segiti az Nrf2 ubiquitin altal kozvetitett lebomlasat. A megndvekedett oxidativ
stressz a Keap1 és Nrf2 oxidacidjat és foszforilacidjat eredményezi, ez az Nrf2
felszabadulasahoz és a sejtmagba valé vandorlasahoz vezet, ahol az antioxidans
valaszelemekhez kotédik. A CREB (cAMP-responsive element binding protein) koté
fehérje (CBP) modulacidja szintén a Nrf2 aktivalasahoz vezethet. A Nrf2-nek szamos
célgénje van, koéztuk a NAD(P)H kinon-oxidoreduktaz-1 (NQO-1) és a hem-oxigenaz-
1 (HO-1). Ezen hatasok alapjan nyugodtan kijelenthetd, hogy az Nrf2 sokréti
antioxidans és Oregedeésgatld érvédd hatasa van. Az Nrf2 protektiv hatast fejt ki az
endotélsejtekre azaltal, hogy csillapitja a vaszkularis oxidativ stresszt és korlatozza a
szabad gyokok altal kivaltott sejtkarosodast (Csiszar et al., 2012; Ungvari et al., 2019;
Valcarcel-Ares et al., 2012). Ezenkivil a sejtek 6regedésének indukcidjat az Nrf2 altal
kozvetitett utvonalak is gatolhatjak (Kapeta et al., 2010; Volonte et al., 2013). Zhou et
al. kimutattak, hogy az exenidin-4 (amely egy glukagonszeri peptid-1 analog) képes
aktivalni az Nrf2-t, és igy az angiotenzin-Il altal kdzvetitett vaszkularis simaizomsejtek
(VSMC) déregedésének gatlasahoz vezet (Zhou et al., 2016).

Munkacsoportunk egy korabbi cikkében részletesen irtunk az Nrf2 szerepérol.
A cerebromicrovascularis endotél sejtekben az oxidativ stressz és a DNS-karosodas
altal kivaltott biolégiai Oregedést tobbek kozott egy olyan jelatviteli utvonal is
szabalyozza, amely a p16INK4a (CDKN2A) és a p21 (CDKN1A) ciklinfiggd kinaz
inhibitorok indukcidjahoz vezet. Kisérleteinkben mi is azt talaltuk, hogy 6regedésben
ezen jelatviteli utvonalak aktivalodnak, mely aktivaciot a Nrf2 hianya tovabb fokozza.
Emellett az Nrf2 KO egerekben endotél diszfunkciot, tobb SASP-faktor, koztuk a
citokinek, kemokinek, az IGF-1-koté fehérjék és a matrix metalloproteinazok (MMP-K)
expresszidjanak fokozodasat és kdvetkezményes lokalis gyulladast, valamint a vér-
agy gat sérulését tapasztaltuk (Fulop et al., 2018).

Az Nrf2 és az IGF-1 kapcsolata azért is fontos, szamos bizonyiték utal arra,
hogy az életkorral 6sszefliggé endokrin IGF-1-hiany és az érrendszeri Nrf2-diszfunkcio
az oregedés soran okozati 6sszefliggésben all egymassal (Ungvari et al.,2012). Az
IGF-1 a novekedési hormon (GH) altal szabalyozott tengelyen helyezkedik el és maga
is novekedési hormon, mely az inzulin szerl peptidek csaladjaba tartozik. Ezzel
parhuzamosan nem meglepé, hogy a GH-hoz hasonléan az IGF-1-nek is csdkken a
szintje az életkor el6rehaladtaval, azonban szamos bizonyiték felhalmozodott arra

vonatkozoan, hogy az IGF-1 hiany fokozza a kardiovaszkularis rizikét, azonban ennek
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mechanizmusa joval kevésbé ismert, mint az Nrf2 szerepe (Ungvari et al., 2012; Laron,
2001).

[1.1.1.5. Biologiai 6regedés (senescence)

Az erek életkorral 6sszefligg6 valtozasai kozé tartozik a tagulékonysag csokkenése, a
lokalis gyulladas kialakulasa és dontéen az endotél diszfunkcion keresztul az
antitrombotikus hatas hattérbe szorulasa. A senescence altal Iétrehozott valtozasok és
lokalis mikrokérnyezet nagyban atfed ezen atalakulasokkal (Minamino & Komuro,
2007). A sejteket dregedésuk soran szamos endogén é€s exogén stresszor éri. Ezek
hatasara a sejtek egy része ledllitta a sejtciklust és jellegzetes fenotipusos
elvaltozasokon megy keresztul, melynek része a jelentés proinflammatorikus hatas,
ami dontéen citokinek termelésén keresztll valésul meg (SASP, korabban mar
emlitve). Egyes tanulmanyok szerint a p16INK4A-t expresszald oOregedd sejtek
eliminaciéja meghosszabbitja egerek élettartamat és javitja egészségi allapotukat, ami
arra utal, hogy a sejt-szintli senescence alapvetd szerepet jatszik az 6regedéssel
Osszefuggd élettani hanyatlasban. A rendelkezésre allé bizonyitékok azt mutatjak,
hogy az endotél senescence is hozzajarul az endotél diszfunkcidjahoz az éregedés
soran. A besugarzas altal kivaltott, DNS-karosodas altal kozvetitett Oregedés
egérmodelljeivel végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy a sejt dregedésének indukciodja
a neurovaszkularis kapcsolas karosodasahoz és cerebromicrovascularis
diszfunkcioval és a mikrovaszkularis felritkulasaval jar, utanozva az O6regedési
fenotipust (Ungvari, Tarantini, et al., 2018). Ezen fellul kutatasok arra is utalnak, hogy
az atherosclerotikus elvaltozasok is tartalmaznak senescence sejteket, melyek
elbéseqitik az atherogenezist és hozzajarulnak a plakk instabilitasahoz az érgyulladas
sulyosbitasan és a matrix metalloproteinazok szabalyozasan keresztul (Childs et al.,
2016; Gardner et al., 2015).

11.1.1.6. Az agyi vénas Kkeringés potencialis szerepe

Az OsszegyUjtott adatok a vaszkularis karosodasokat tekintve az adatok az artérias
korképek donté szerepére utalnak, amit az is alatamaszt, hogy az agyi érrendszer
egeszségének megbrzésével megelbzhetjuk a kognitiv hanyatlast is (Dichgans &

Leys, 2017). Ezzel szemben az alacsony nyomasu, alacsony aramlasi sebességl
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vénas rendszerr6l és karosodasainak potencialisan kognitiv diszfunkciot okozo
hatasairél nagyon korlatozott ismereteink vannak.

Az agy vénas keringése a fellletes, mas néven Kkortikalis és a mélyvénas
rendszerbdl all. A fellletes rendszer felelGs a vénas vér elvezetéséért a kéregbdl és a
felszini fehérallomanybdl, féként a sinus sagitalis superiorba és a sinus cavernosusba.
A belsé agyi vénakbdl, valamint Rosenthal és Galen vénabdl allé mélyvénas rendszer
a mély fehérallomanyt, a lateralis és a harmadik kamrat, valamint a bazalis ciszterna
tertletét vezeti el a sinus rectus felé (Fulop et al., 2019). Az agy vénas rendszere nem
csupan egy csOvezeték, amely passzivan vezeti le a vénas vért, hanem
.Szélkazanként” is szolgal, azaz csoOkkenti az artérias pulzusnyomast/pulzushullamot
a koponyan belll, emellett aktivan hozzajarul a cerebrospinalis folyadék (CSF)
keringéséhez, és ujabb kutatasok szerint akar az agyi nyirokkeringés (glimfatikus
keringés) dinamikajat is befolyasolhatja (Brinker et al., 2014; Jessen et al., 2015).
Ennek eredményeként az agy vénas keringésének szerkezeti és funkcionalis
valtozasai szamos élettani funkciéra hatassal lehetnek. A szerkezeti valtozasok kdzé
tartozik a vénas kanyargdssag, amelyet 7T-MRI-vel vizualizaltak korai Alzheimer-
korban szenvedd betegeknél (Bouvy et al., 2017). A vénas kanyargdéssagnak szamos
lehetséges oka lehet, beleértve a jugularis vénas refluxot és az ebbdl eredé koponyan
bellli vénas nyomasndvekedést, vagy a vénas fal kor el6rehaladtaval torténd
atépulését (Fulop et al., 2019), amelyek esetleg atfedésben vannak a funkcionalis
elvaltozasok okaival, mint példaul a CSF keringésének karosodasa. A szakirodalom
azt sugallja, hogy az agyi vénas keringésben bekdvetkez6 karos valtozasok
hozzajarulhatnak olyan kérképekhez, mint a leukoaraiosis, agyi mikrovérzések,
sclerosis multiplex vagy agyi mikroinfarktus (Fulop et al., 2019). Kulonosen a siettetett
és meglehetdsen alultervezett klinikai vizsgalatok kozelmultbeli buktatéi miatt (Comi et
al., 2013; Valdueza et al., 2013; Zamboni, 2006) nagyon fontos a téma részletes
megismerése és tanulmanyozasa, miel6tt potencialis klinikai kezelési terveket

allitanank fel.

11.1.1.7. Az érrendszeri remodelling

Ismert, hogy életkorral az erek szamos passziv tulajdonsaga is megvaltozik. Ezek
kozul talan a legismertebb a carotis intima-media vastagsag korral Osszefluggd
ndovekedése, melynek hatterében részben a magas vérnyomas allhat. Hasonlo

elvaltozasok nem csak az a. carotisban, de az alsé és fels6 végtag periférias ereiben
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iIs megjelennek (Thijssen et al., 2016). A nagyobb elasztikus artériakban a
kollagéntartalom ndvekedése, a kollagén térhalésodasa, valamint a meszesedés és
az elasztintartalom csdkkenése jelenik meg az 6regedéssel (Avolio et al., 1985). Az
életkorral Osszefuggd valtozasok a pulzushullam terjedésében pedig az erek
elmerevedésére, a compliance csokkenésére utalnak (Avolio et al., 1985). Ennek az
oka részben szintén mechanikai tényezékre (pl. magas vérnyomas) vezethetd vissza,
de szerepet jatszhatnak benne az életkorral érfalban ndvekvé mértékben jelenlévé
glikaciés végtermékek is (advanced glycation end products — AGEs) (Oudegeest-
Sander et al., 2013). Mindezen valtozasok nem csak funkcionalis valtozasokat
eredményeznek az erekben, hanem kardiovaszkularis eseményeket is

elérejelezhetnek (Thijssen et al., 2016).

II.2. A Szivelégtelenség

A szivelégtelenség egy komplex klinikai szindroma, melyet tipusos tunetek
(faradékonysag, csokkent terhelhetéség, nehézlégzés) és tipusos jelek (periférias és
tudé6déma, megemelkedett jugularis vénas nyomas) jellemeznek. Mindezen
tinetegyutteshez a sziv strukturalis és/vagy funkcionalis elvaltozasa jarul hozza, mely
megemelkedett intrakardidlis nyomashoz és/vagy csOkkent perctérfogathoz vezet
(McDonagh et al., 2021).

A szivelégtelenség igen sokréti a betegség az etiologigjat tekintve.
Kialakulasanak oka lehet primeren a myocardium betegsége (koronaria betegség,
cardiomiopatiak, tarolasi betegségek stb.), illetve tobbek kozott billentyl betegségek,
aritmiak, vezetési zavarok, kongenitalis szivbetegségek, genetikai okok. A teljesség
igénye nélkll, a szivelégtelenség formak csoportositasa leggyakrabban az etiolégia
vagy a bal kamrai ejekcids frakcio alapjan torténik. Ha a bal kamrai ejekcids frakcid
<40%, akkor csokkent ejekcios frakcioval jaré szivelégtelenségrél beszélhetink
(HFrEF — korabbi nevén szisztolés szivelégtelenség), ha az ejekcios frakcié 40%-50%
kozé esik akkor kozépérték ejekcios frakcidval jard szivelégtelenségrél beszélhetlink
(HFmrEF), ha pedig az ejekcids frakcié =50%, akkor megtartott bal kamrai ejekcios
frakcioval jar6 szivelégtelenséggel allunk szemben (HFpEF — korabbi nevén diasztolés
szivelégtelenség).

Eurépaban a szivelégtelenség incidencigja 5/1000 személy-év a felnétt

lakossagot vizsgalva, mig prevalenciaja 1-2% ugyanebben a korcsoportban.
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Tekintettel arra, hogy a betegség sokszor alul-diagnosztizalt, a valés prevalenciaja
ennél feltehetéen joval magasabb. Fontos, hogy a prevalencia a korral névekszik, azaz
mig 55 éves kor alatt az el6fordulasa 1% kordli, 70 éves kor fol6tt meghaladja a 10%-

ot az eurdpai lakossagot vizsgalva (McDonagh et al., 2021).

11.2.1. Csdkkent ejekcios frakcidval jaro szivelégtelenség (HFrEF) és
kezelési lehetbségei — a pozitiv inotropia szerepe
Jelen dolgozat terjedelme nem teszi lehet6évé a HFrEF kezelési lehet6ségeinek

részletes targyalasat, de azt mindenképpen fontosnak tartom megemliteni, hogy az
utobbi évtizedben mind a gyogyszeres, mind pedig az eszk6zos kezelési lehetdségek
oriasi fejlédésen mentek keresztil. A kronikus szivelégtelenség terapiajaban
kulcsszerepet jatszd angiotenzin-konvertaldé enzim gatlék (ACE-gatlok), béta-
blokkolok és mineralokortikoid receptor antagonistak (MRA) mellett az angiotenzin-
receptor blokkold/neprilizin  inhibitor kombinacié (ARNI) és a natrium-glikoz
kotranszporter 2 gatlok (SGLT 2 gatldk) is hatasosnak bizonyultak. Eszk6zds terapiat
tekintve fontos kiemelni a beultethet6 defibrillatorok (ICD) és a reszinkronizacios
terapia (CRT-P és CRT-D) szerepét (McDonagh et al., 2021).

A fentebb emlitett neurohormonalis aktivaciét blokkolé szerek mellett a
szivelégtelenség gyogyszeres kezelésének a masik oszlopa a kontraktilitas fokozasa
lehetne, pozitiv inotrop hatasu szerek altal. A pozitiv introp hatasu szereket harom f6
csoportba oszthatjuk: ,upstream”, ,centralis” és ,downstream” mechanizmus utjan haté
szereket kuldonboztethetlink meg. Az ,upstream” csoportba sorolhaték a tradicionalis
pozitiv inotrép szerek, ugy mint a digoxin, a dobutamin, valamint a milrinon. A digoxin
a szarkolemmaban taldlhaté Na*/Ca?* cserélé csatorna miikodését gatolja, a
dobutamin a B-adrenerg receptor agonista, mig a milrinon foszfodiészteraz inhibitor.
Ezen tradicionalis pozitiv inotrop szereknek azonban amellett, hogy hasznalatukra
csak intravénas moédon van lehetéség egyéb hatranyaik is vannak. Legfébb hatranyuk,
hogy ATP igényes folyamatokat szabalyoznak, novelik a szivfrekvenciat, ezaltal a
szivizom oxigénfogyasztasat és klinikailag jelentés aritmiak kialakulasahoz
vezethetnek. Ennek megfeleléen Kklinikai gyakorlatban doéntéen alacsony
perctérfogattal és alacsony vérnyomassal jaré akut szivelégtelenségben szenvedd
betegek esetén van létjogosultsaga a jelenlegi pozitiv inotrop szerekkel torténd

kezelésnek.
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Tekintettel arra, hogy a tradicionalis pozitiv inotrop szerek negativ hatasai
dontden az intracelullaris kalcium szint emelkedésén keresztil alakulnak ki, kutatasok
indultak a kalcium-érzékenyit6, valamint a koézvetlenldl miozint aktivalé szerek
kifejlesztésére. A ,centralis” mechanizmus utjan hato szerek a troponin C (TnC) fehérje
kalcium iranti affinitdsat képesek fokozni, azaz kalcium-érzékenyité hatasuak. llyen
szer a levosimendan, mely a pozitiv inotrop hatasain tul az ATP-szenzitiv
kaliumcsatornakat is aktivalja, ezaltal vazodilataciohoz vezet. Szintén csak intravénas
alkalmazasa lehetséges, ezen felll hipotenziot és feltehetéen a szérum kalium szint
valtozasan keresztlil — ugyan kisebb valdszinlséggel, mint a tradicionalis pozitiv
inotrop szerek — aritmiat is kivalthat (Antila et al., 2007).

A szivizom-szarkomer aktivacioja a kalcium-regulacios fehérjék aktivaciéjan
tul a miozin direkt aktivacidjan keresztil is létrejohet. A ,downstream” mechanizmus
utjan hato szerek, mint példaul a miozin aktivatorok, elméletben nem befolyasoljak az
intracellularis kalcium szintet, ezaltal mentesek az ,upstream” hatasu szerek

mellékhatasai aldl. llyen szer példaul az omecamtiv mecarbil (OM).

[1.2.2. Az omecamtiv mecarbil hatasmechanizmusa és a klinikai

vizsgalatok tapasztalatai
Ahhoz, hogy megértsik az OM hatasmechanizmusat, fontos roviden 6sszefoglalni a

szivizom szarkomer felépitését és mikodését. A szarkomer vékony és vastag
filamentumokbdl all, melyek egymasba fonédnak. A vastag filamentum 6 alkotéeleme
a miozin és a mizonko6té C-protein, mig a vékony filamentumok f6 alkotéeleme az aktin
a tropomiozin és a troponin (troponin C, troponin | és troponin T). Nyugalmi allapotban,
mikor alacsony az intracellularis kalciumszint, a a troponin-tropomiozin komplex
blokkolja az aktin és a miozin kozotti kereszthidak kialakulasat. A szivizomsejt
depolarizaciéja tovabbi kalcium felszabadulasahoz vezet a szarkoplazmatikus
retikulumbdl, mely kalcium aztan a troponin C-hez koétédik és tropomiozin
elmozdulasat eredményezve lehetdévé teszi az aktin-miozin kereszthid kialakulasat.
Miutan a miozin az aktinhoz k6t6dott (a miozin feji része altal), az ATP hidrolizise soran
felszabadulé energiat er6generalé konformaciés valtozasra hasznalja fel és a
szarkomer megrovidulését idézi el6. A kalcium ezt kovetéen energiaigényes modon
visszakerul a szarkolplazmatikus retikulumba és a ciklus ujraindul. Az aktin-miozin

ciklus kulcsfontossagu a szivizom erdégeneralasa szempontjabdl és igen intenziv
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kutatasok targyat képezte az utébbi idében. Miutan az ATP koétédik a miozinhoz, az
gyorsan levalik az aktinrdl, majd hidrolizalja a megkoétott ATP-t (ATP -> ADP + Pi), ami
altal egy gyenge kotédés jon létre az aktin és miozin kozott. Ezt kovetben az aktin-
miozin-ADP-Pi komplex egy aktivacios lépés altal er6sen kotott formava alakul,
mikdzben a Pi disszocial a komplexrdl. A Pi disszociacidja a miozin fej konformacids
valtozasat is el6idézi, mialtal egy kdzel 10 nm-es 0sszehuzodas is létrejon. Ezzel egy
idében az ADP is disszocial a komplexrdl és az ATP kotédésével a miozin ismeét
rapidan disszocial az aktinrdl, hogy a ciklus ujra tudjon kezdédni (Malik & Morgan,
2011; Teerlink, 2009).

A szarkomer jelentés mennyiségl miozin fejet tartalmaz, melynek csak egy
kisebb része vesz részt az 6sszehuzddasban (erégenerald konformacios Iépésben)
szivciklusonként. Az OM szelektiven aktivalja a miozin fej S1 domain-jat, ami altal
felgyorsitia az ATP-hidrolizisét. A fentieknek megfeleléen, amig az ATP-miozin
komplex pusztan gyengeén kotdédik az aktinhoz, a hidrolizist kdvetéen létrejott ADP-Pi-
miozin komplex er6sen kotédik az aktinhoz a Pi disszociacidja altal, mellyel
parhuzamosan az erégenerald |épés is létrejon. Mindezek alapjan az OM fokozza az
erds aktin-miozin kotések (az er6generalo 1épés) létrejottének szamat, azaz noveli az
aktinnal kapcsolatba kerllé miozin fejek szamat, masképp fogalmazva ,t6bb evezé
huzza majd a csénakot”.

Az els6é human vizsgalat eredményeit kdzel 10 évvel ezelbtt publikaltak. A
kettbs vak, placebo kontrollalt fazis |. vizsgalat soran egészséges egyéneken tesztelve
a szert azt tapasztaltak, hogy az OM dozisfliggé modon javitotta a szisztolés funkciot
(ejekcids frakcid és frakcionalt rovidllés névelése), valamint szintén dozisfiggé modon
nyujtotta a szisztolés ejekcios id6t is. Mellékhatasok 0,625 mg/kg/ora doézis folott
jelentkeztek, ugyanis ezen érték folott a szisztolés ejekcios idé annyira megnyult, hogy
az a koronariaperfuzié romlasahoz vezetett (Teerlink et al., 2011). Fontos, hogy
szivelégtelen betegeken is hasonlé eredményeket talaltak, egy szintén kis elemszamu
fazis Il. vizsgalatban. Ennek soran mintegy 45 beteget vizsgaltak és a szisztolés
funkcid javulasa mellett azt talaltak, hogy 1200 ng/ml plazmakoncentracié folott
jelentésen nétt a miokardidlis iszkémia veszélye (Greenberg et al., 2015). Az OM-el
mindeddig harom jelentésebb betegszam bevonasaval lefolytatott fazis Ill. vizsgalat
ismert: az ATOMIC-HF, a COSMIC-HF és a GALACTIC-HF. Az ATOMIC-HF-ben 600
fét meghaladd, csokkent bal kamrai ejekcios frakcioval jaré szivelégtelen betegen

placebo kontrolldltan vizsgaltak a szer hatasat, azonban az elsédleges végpont
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(nehézlégzeés javitasa) nem bizonyult szignifikansnak. Fontos kiemelni, hogy azokban
a betegekben akiknél a legmagasabb dézisban alkalmaztak az OM-et jelentds javulas
volt elérhetdé a nehézlégzés csokkentéseben, bar a korabbi vizsgalatok alapjan a
magas OM plazmakoncentracio karos hatasokkal is birhat. Ugyanakkor az ATOMIC-
HF esetén nem talaltak érdemi kilonbséget a mellékhatasprofil tekintetében a két
csoport kozott (Teerlink et al., 2016).

A COSMIC-HF esetében az egyik f6 kilénbség az ATOMIC-HF vizsgalathoz
képest, hogy az OM-et tablettaként adagoltak, ami a pozitiv inotrop szerek esetében
egy jelentés elbrelépés. A vizsgalat kettés vak, placebo kontrollalt volt, melybe
megfeleléen kezelt (OMT) csokkent bal kamra funkcidval jaré szivelégtelen
betegeteket (NYHA II-lll) valogattak be. A primer végpontot az OM plazmaban mért
koncentracidja jelentette. A fix OM ddézison kivul volt egy farmakokinetikai szempontok
szerint titralt OM dozist szedd csoport is. Erdekes, hogy a placebohoz képest csak a
framakokinetikai szempontok szerint titralt OM dozist szed csoport esetében volt
szignifikans kulonbség: a szisztolés ejekcidés id6 és a verétérfogat nétt, mig a
végdiasztolés, végszisztolés atmérék, valamint a szivfrekvencia és az NT-proBNP
csokkent (Teerlink et al., 2016).

A GALACTIC-HF vizsgalat eredményeit 2021-ben publikaltak. A kettés vak,
placebo kontrollalt fazis Ill. vizsgalat primer végpontja egy kompozit végpont volt, mely
az elsd szivelégtelenség eseménybdl (hospitalizacid vagy slrgds ambulans
megjelenés) és kardiovaszkularis halalozasbal allt 6ssze. Szekunder végpont volt az
0sszhaldlozas, a kardiovaszkularis halalozas, illetve a Kansas City Cardiomyopathy
Questionnare (KCCQ) pontszam. Mig a primer végpont esetében 8%-o0s abszolut
rizikdcsOkkenést ért el az OM a placebo csoporthoz képest, a szekunder végpontok
esetében nem mutatkozott kiildnbség. Erdekes, hogy — ugyan nem szignifikansan —
de az OM novelte a szivfrekvenciat és a szérum troponin szinteket, bar a
mellékhatasprofilt tekintve nem volt kilénbség az OM és a placebo kdzétt (Teerlink et
al., 2021).

A fentiek alapjan kérdéses, hogy a magas OM plazmakoncentracio
potencialis veszélyeit képes-e ellensulyozni az 4altala nyujtott Klinikai haszon.
Kisérleteinkben célunk volt az OM in vitro és in vivo hatasainak vizsgalata, mind

hemodinamikai, mind pedig elektrofiziolégiai mérések altal.
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11.2.3. Célok

Dolgozatom egyik részében a cerebrovaszkularis o6regedés megértésének két
kulonboz6 aspektusara fokuszaltam, és arra, hogy ez hogyan jarulhat hozza a kognitiv

hanyatlashoz:

1. Az életkorral ismerten csokkend IGF-1 szerepének karakterizalasa a vaszkularis

remodellingben és a vaszkularis dregedésben;

2. Az agyi vénas pangas és a neuroinflammacié szerepe az életkorral 6sszefiiggd

vaszkularis patolégiakban.

PhD munkam tovabbi kisérleteiben pedig az OM hatasainak pontosabb megértésére

koncentraltam:

3. A HFrEF kezelésére kifejlesztett direkt miozin aktivator Omecamtiv Mecarbil in vivo

és in vitro hatasai.
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[1l. Metodikak

I1l.1. Az IGF-1 szerepe a vaszkularis remodellingben

l11.1.1. Felndttkori IGF-1-hiany el6idézése egerekben
A kisérlethez az Igf1 gén floxolt 4. exonjara homozigéta him egereket (Igf1f/f; C57BL/6
hattérben) hasznaltunk, amelyeket a Jackson Laboratories-tol vasaroltunk. Ezekben
az egerekben az Igf1 gén teljes 4. exonjat loxP helyek szegélyezik, lehetéveé téve
ennek az exonnak a genomikus kivagasat Cre-rekombinaz altal. A megvaltozott 1gf1
gén altal atirt fehérjék nem kétédnek az IGF-1 receptorhoz. A keringd IGF-1 a majban
termel6dik. Kutatocsoportunknak sikertlt keringd IGF-1 hianyt indukalni Igf1f/f
egerekben a Cre rekombindz adeno-asszocialt virus (AAV8) altal kozvetitett
expresszidjaval a majban 4 hoénapos egerekben, amint arrél korabban mar
beszamoltunk (Tarantini, Valcarcel-Ares, et al., 2017). Az IGF-1 hiany korai életkorban
megjelend hatasa a torpeség, ezért volt szikség az adenoviralis rendszer
hasznalatara. Ennek elkertlése érdekében felnétt allatokban indukaltuk az IGF-1
hianyt: (testtdmeg 10 hénapos korban; kontroll: 29 + 1 g, IGF-1 27 + 0,5 g). Az AAVS8
vektort a University of Pennsylvania Viral Vector Core-t6l (Penn Vector Core,
Philadelphia, PA; http://www.med.upenn.edu/gtp/vectorcore) vasaroltuk. Mivel az
AAVS8 érinthet tobb szervet is, tiroxin-k6té globulin (TBG) promdétert hasznaltunk, hogy
az expressziot a majsejtekre korlatozzuk . Az alkalmazott modellt korabban validaltuk
(Toth et al., 2014). 4 hénapos korukban az Igf1f/f egereket véletlenszerlien két
csoportba osztottuk, és korulbelll 1,3 x 1010 AAV8-TBG-Cre vagy AAV8-TBG-eGFP
virusrészecskét adtunk be retro-orbitalis injekcidval a leirtak szerint (Toth et al., 2014).
Az allatokat az Oklahoma Egyetem Egészségtudomanyi Koézpontjanak
(OUHSC) ragcsalo-létesitményében tartottuk, meghatarozott korokozd-mentes
korilmények kozott, 12 oras vilagos/12 o6ras sotét ciklusban, igény szerinti

hozzaféréssel standard ragcsalotaphoz (Purina Mills, Richmond, IN) és ivévizhez.

111.1.2. A szérum IGF-1 szintjének mérése

ey

mértuk, ahogy azt korabban kozaoltlk (Toth et al., 2014).
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111.1.3. Hipertonia indukcidja

A magas vérnyomast 10 hénapos him IGF-1-hianyos egerekben (lgf1f/f + TBG-Cre-
AAV, n = 60) és a megfelel6 koru kontrollegerekben (Igf1f/f + TBG-eGFP-AAVS8, n =
60) valtottuk ki, angiotenzin-ll (Ang-l1l) beadasaval (szubkutan ozmotikus
minipumpakon keresztll [Alzet Model 2006, Durect Co, Cupertino, CA]). A pumpakat
sooldattal (vivbanyag) vagy Ang Il oldattal (Sigma, St. Louis, MO, USA) t6ltéttik meg,
amelyek (szubkutan) 1 upg/perc/kg Ang ll-t szallitottak 28 napon keresztul, igy négy
kisérleti csoport jott I1étre: (a) Igf1f/f + TBG-Cre- AAV8 + Ang I, (b) Igflf/f + TBG-Cre-
AAV8 + sbéoldat, (c) Igfif/f + TBG-eGFP-AAV8 + Ang Il és (d) Igf1f/f + TBG-eGFP-
AAVS8 + sooldat. Az allatok vérnyomasat a kezelés el6tt és a kezelés végeén a leirtak
szerint farokmandzsetta segitségével mértuk meg (Toth et al., 2015). Az Ang-Il altal
kivaltott magas vérnyomas fent leirt modelljét szamos korabbi vizsgalatban hasznaltuk
(Toth et al., 2015).

l11.1.4. Az artériak szerkezeti €s mechanikai jellemzbinek meghatarozasa
28 nappal a minipumpa belltetése utan az egereket lefejeztik, majd az agy
eltavolitasa utan az MCA-k szegmenseit mikrosebészeti miszerekkel izolaltuk, majd
funkcionalis méréseket végeztink rajtuk, mar korabban is leirt protokollnak
megfelel6en (Toth et al., 2013; Toth et al., 2014). Réviden, az MCA-k szegmenseit két
Uveg mikropipettara rogzitettik fel egy szervkamraban, oxigénnel dusitott (21% Oz,
5% CO2, 75% N2) Ca?*-mentes Krebs-pufferben (pH ~7,4; 37°C-on). A be- és
kidramlasi nyomasokat nyomas-szervo-szabalyoz6é rendszerrel (Living Systems
Instrumentation, Burlington, VE) kontrollaltuk és mértik. A potencialis, oldalagon
keresztuli szivargas hianyat a szervd rendszer leallitasaval és az intraluminalis
nyomas valtozasanak 3 percen keresztul torténé megfigyelésével igazoltuk minden
kisérlet el6tt.

Passziv korlilményeket (Ca?*-mentes Krebs-oldat plusz 1 uM nimodipin és 2
mM EGTA) alkalmaztunk az arteriolafal szerkezeti és mechanikai jellemzdinek
vizsgalatara, részben nyomas-atmérd gorbék felvételével. A belsd atmérét és a
falvastagsagot az intraluminalis nyomas lépcsézetes (5 és 160 Hgmm kozotti)
novelését kovetben rogzitettik egy egyedi gyartasu videomikroszkép rendszerrel,
amint azt korabbi tanulmanyainkban bemutattuk (Toth et al., 2014). Az MCA-k falan
bellli VSMC-ket fluoreszcens festékkel (20 uM calcein AM, szervfirdében 30 percig)
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toltottik fel a media vastagsaganak és a VSMC hipertréfiajanak felmérésére. Ehhez
az ereket Leica SP2 MP konfokalis |ézer pasztazd mikroszkdppal vizsgaltuk 70 Hgmm
intraluminalis nyomason.

A fent emlitett morfometriai adatok meérésével ki tudtuk szamolni a
cirkumferencialis straint, a cirkumferencialis stresszt és a Young-féle rugalmassagi
modulust. A vaszkularis remodellinget az MCA-k passziv, nyomasfiiggd belsé atméro-
valtozasanak mérése altal kalkulaltuk, mig a VSMC-hipertréfiat a VSMC-k méretének
mérésével kaptuk meg.

A cirkumferencialis strain-t ugy szamitottuk ki, hogy az egyes intraluminalis
nyomasi szinteken passziv korilmények kozott kapott intraluminalis atméré (Dp) és a
legalacsonyabb vizsgalt nyomason mért atméré (D5 Hgmm) kdzotti kildonbséget
elosztottuk a legalacsonyabb nyomason mért atmérével a leirtak szerint (Pennington
et al., 2016):
€=(Dp—D5 Hgmm)/D5 Hgmm

A cirkumferencialis stresszt a vékonyfalu erekre alkalmazhatd képlet segitségével

szamitottuk ki ahol P az intralumindlis nyomas, 1 pedig a falvastagsag:
o=P*Dp2t1

Az artéridk/arterioldk merevségének a mértéke Young rugalmassagi
modulusaval mérheté (Pennington et al., 2016). Az alsé intravaszkularis
nyomastartomany elsé harom értékét azért valasztottuk ki, hogy informaciot kapjunk
az alacsony Young-féle rugalmassagi modulusrol (Eiow). Kovetkezésképpen az
intraluminaris nyomas utolsé harom értékét valasztottuk a magas Young-féle
rugalmassagi modulus (Enigh) kiszamitasahoz. Eiw €s Enigh az ezen
nyomastartomanyoknak megfelel6 stressz-strain gorbékre illesztett linearis

regressziok meredekségét jelentik.

111.1.5. MCA-k konfokalis/multifoton mikroszkdpos képalkotasa

Az elasztintartalmat és a sejtességet konfokalis mikroszképpal hataroztuk meg. Az
MCA-kat Osszegydjtottuk és kanulaltuk a fent leirtak szerint, de a nyomasgorbe
mérések helyett az artériakat 4%-os paraformaldehidben rogzitettik, mikdzben 1 éran
at 70 Hgmm-es nyomas ala helyeztuk. Az edényeket ezutan kétszer oblitettUk

foszfattal pufferolt sooldattal (PBS), majd egyszer 0,1 M glicinben 5 percig. Ezutan 1
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ml PBS-sel atoblitettik a lumenuket, és 0,5%-0s Triton X-100-ban 20 percig inkubalva
permeabilizaltuk. Az edényeket kétszer mostuk PBS-ben, és 1 éran at inkubaltuk 0,5
Mg/ml 4',6-diamidino-2-fenil-indolban (DAPI), 0,2 uM Alexa Fluor 633 Hidrazidban
(Thermo Fisher Scientific, USA és 0,02 uM Professoroidin 5 Alexa Fluulebehalloidban
(Thermo Fisher Scientific, USA) PBS-ben. Miutdan haromszor mostuk PBS-ben, az
ereket Leica SP5 konfokalis/multifoton mikroszképpal abrazoltuk, 63x/1,2 numerikus
aperturaju vizobjektivvel. Az Alexa Fluor 633-at (633 nm-es HeNe lézerrel gerjesztve)
az elasztin, az Alexa Fluor 546 phalloidint (543 nm-es HeNe lézerrel gerjesztve) az F-
aktin, mig a DAPI (tdbbfoton 1ézerrel gerjesztve 720 nm-en) a sejtmagok kimutatasara
szolgalt. A képeket feldolgoztuk, és az 6sszes csatornat szamszerisitettik, hogy
meghatarozzuk a VSMC magjai, az elasztin és az aktin altal elfoglalt teljes térfogatot
(a kdszob feletti intenzitasu voxelek szamat), a korabban leirtak szerint (Bender et al.,
2015), kérésre elérhet6 MATLAB algoritmussal.

111.1.6. A vaszkularis rezilienciaval kapcsolatos gének expresszios

valtozasainak meghatarozasa qPCR-rel
Csoportunk a kézelmultban olyan géneket irt le, amelyek valdszinilleg részt vesznek

az artéridk szerkezeti integritasanak és ezaltal az intracerebralis vérzések (ICH)
patogenezisében. Ezen kisérletek soran egy egyedi tervezésl, mikrofluidikus kartya
alapu TagMan qPCR tombét és egy Stratagene MX3000 platformot hasznaltunk, és
igy meg tudtuk mérni olyan gének mRNS expresszidjat, mint példaul az elasztin (Eln),
az elasztolitikus és kollagenolitikus matrix metalloproteinazok (MMP). Ezen felll mérni
tudtuk az elasztin komplex szerkezetét meghatarozo faktorokat kédold gének mRNS
expresszidjat (fibrillin-1 [Fbnl], fibrillin-1 [Fbn2], Emilinl, Emilin2, fibulin-1 [Fbin1],
fibulin-5 [FbIn5] és fibulin-4 [Efemp2]) és az extracellularis matrix keresztkotéseiért
felelés gének mMRNS expressziojat (lizil-oxidazok Lox, Loxl1, LoxI2, LoxI3, Loxl4),
illetve vaszkularis remodellinget szabalyoz6 ndvekedési faktorok kddolasaért felel6s
gének mRNS expresziojat is. Ezen felll informaciét kaptunk a NADPH oxidaz NOX2
alegységének (Cybb) és az antioxidativ transzkripcids faktor Nrf2 expresszidjarol is. A
telies RNS izolalast Mini RNA Isolation Kit (Zymo Research, Orange, CA) segitségével
végeztlik, a reverz transzkripciohoz pedig Superscript Il RT-t (Invitrogen, USA)

hasznaltunk. Kvantifikaciét a ACq modszerrel végeztik. Meghataroztuk a Hprt, Ywhaz,
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B2m, Gapdh, Actb és S18 referenciagének relativ mennyiségét, és a geometriai atlag

alapjan normalizaciés tényez6t szamitottunk.

I11.1.7. Statisztikai analizis

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

végeztuk.

l1l.2. Az agyi vénas pangas és a neuroinflammacio szerepe az életkorral
0sszeflggd vaszkularis patologiakban

111.2.1. Allatmodell és a jugularis véna lekotési folyamatanak leirasa
Kisérleteinkhez 10 hoénapos, feln6tt him C57BL/6 egereket hasznaltunk (n = 40)
melyeket a Jackson Laboratories-t6l rendeltiink. A tartasi és takarmanyozasi feltételek
hasonldak voltak a fentebb leirtakhoz.

Kisérleteinkben a vénas pangas hatasainak tesztelésére torekedtiink melyet a
jugularis vénas okkluzioval modelleztiunk, ezért a vizsgalati populacionkat két jol
elkllénithetd csoportra osztottuk: (1) bilateralis vena jugularis interna és vena jugularis
externa lekotés (JVL), ( 2) sham operacio. A bilaterdlis vena jugularis interna és vena
jugularis externa lekotést Auletta és munkatarsai altal publikalt munka szerint végeztuk
(Auletta et al., 2017). Roviden, a mitétekhez izoflurant hasznaltunk érzéstelenitékeént.
Az indukciét 4% izoflurannal értlk el, mig a m(tét soran az izoflurant 1,5% és 2%
kdzott tartottuk. A miitétek soran az egereket dorsalisan fekvd helyzetbe helyeztik egy
melegitéparnara. A vena okkluziojat sebészeti lekotéssel értuk el. A sham operacio
soran mind vena jugularis interna, mind pedig a vena jugularis externa feltarasat
elvégeztik, de sebészeti lekdtést nem csinaltunk. Az izofluran érzéstelenités mind a
két esetben azonos hosszusagu volt. A kétoldali JVL eléréséhez a bér és az alatta lévo
fascia tompa disszekciojat végeztiik, majd a nyalmirigyeket szeparaltuk. igy a mellkasi
bementhez kdzel talalhaté vena jugularis externa kdzos torzsét vizualizalni tudtuk,
majd sebészi lekotést végeztink. A vena jugularis interna mélyebben, kdzvetlenul a
nyaki artériak felett helyezkedik el, a vagus ideg kozvetlen kozelében. Az eret gondos
feltarast kovet6en lekotottuk. A sebészeti lekotéseket 6-0 sebészeti varrat
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segitségével végeztuk. Hogy megbizonyosodjunk az eredményrdl, minden esetben két
sebészi csomoét helyeztink el kis tavolsagra, majd elvagtuk a vénat. A sebészeti
lekodtések befejezése utan a sebeket 6-0 nylon monofil sebészeti varrattal, egyszer(
folyamatos Oltésekkel zartuk. A mitétet kovet6en a sebeket antibiotikumos kendccsel
fedtlik és az egereket melegitett ketrecben hagytuk magukhoz térni. Az antibiotikumos
krémet az 6tddik posztoperativ napig naponta kentik a sebre. Az egereknél naponta
ellenériztik az esetleges varratelégtelenséget, fertézést, valamint vérzést. A sebészeti
lekotés Osszesitett sikeressegi aranya 90% feletti volt. Az egereket hagytuk gyogyulni
egy hétig, a kisérleteket (kognitiv funkcié mérés, neurovaszkularis kapcsolas mérése)

csak ezutan végeztuk rajtuk.

[11.2.2. A magas veérnyomas indukcioja
A hiperténia indukalasat mindkét csoportnal (al- és JVL-elzarédasos csoport) az V.1.3.

pontban leirtak szerint végeztuk.

I11.2.3. Egerek standardizalt neuroldgiai vizsgalata

JVL és sham operacié utan, a terminalis kisérletek el6tt, napi rendszerességgel
neurolégiai vizsgalatot végeztink, minden A&llatnal a kovetkezd paraméterek
felmérésével: spontan aktivitas, szimmetria a négy végtag mozgasaban, mellsé végtag
nyujtas, maszoképesség, test propriocepcio, valasz a bajuszszor érintésére és a jaras
koordinacidja. A korabban kozolt protokoll szerint (Toth et al.,, 2015) minden egyes
vizsgalt allat kapott egy pontszamot, amelyet az Osszes egyedi tesztpontszam

Osszegzésével szamitottak ki.

l11.2.4. Egerek viselkedésének — kognitiv funkcidjanak a felmérése

A JVL tanulasra, memdriara, szenzoros-motoros funkciora, jarasra és mozgasra
gyakorolt hatasanak felmérésére mindkét csoportnal un. viselkedési mintazatot

felmérd kisérleteket végeztink a mitét utani masodik héten.
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[11.2.4.1. Nyolc karu vizlabirintus

A térbeli és a hosszu tavu memoria tesztelésére a korabban leirt (Tarantini et al., 2019)
radialis, 8 karu vizlabirintus rendszert alkalmaztuk. Roviden, a labirintus nyolc,
egyenként 9 cm széles karbdl all, amelyek egy kézponti részbdl indulnak ki. A labirintus
tele van fehér ételfestéket tartalmazé vizzel, ilyen médon nem atlatszo. Az egyik
karban egy platfrom talalhatd, elmerllve az opalos vizben. Mindegyik kar végére
jelzések vannak rogzitve, amelyek jél lathaté mdédon kint vannak a vizbdl. Az egereket
minden kisérlet soran a vizbe helyezik, a mozgasukat pedig a labirintus felett
elhelyezett videorendszer rogziti. A futtatdas paramétereit az Ethovision szoftver
(Noldus Information Technology Inc., Leesburg, VA, USA) rogzitette és elemezte.
Minden egér szamara egy tanulasi idészak allt rendelkezésre azért, hogy megtanuljak
a viz alatti platform elhelyezkedését. Két tanulasi munkamenetet volt tervezve,
amelyek mindegyike négy egymast kovetd kisérletbdl allt. Ezek soran az egereket
minden alkalommal mas karba helyeztik, de soha nem abba a karba, ahol a platform
volt. A platform minden préba soran ugyanabban a karban helyezkedett el. Az egerek
legfeljebb egy percig uszhattak és keresgélhették a platformot. Sikeres menekilés
esetén az allatok 30 masodpercet toltottek a platformon a kovetkezd kisérlet
megkezdése elbtt. Az edzések soran a fiatal egerek teljesitménye fokozatosan javul,
ami azt jelenti, hogy gyorsabban, kevesebb hibaval talaljak meg a platformot. Ha az
egér nem megfelel6 (nem a platformot tartalmazo) karba Iépett be (mind a négy mancs
a kar tavolabbi felén belll van), vagy 15 masodperc elteltével nem valasztott ki egy
kart (ami azt jelenti, hogy az egér 15 masodpercet toltott a labirintus kdzepén), az egeér
hibapontot kapott. A tanulasi képességet a tanulasi idészak 2. és 3. napjan elért
teljesitmény osszehasonlitasaval értékeltik. A tanulasi idészak utdan az egereket
ketreclikbe helyeztuk 7 napra. A 10. napon az egereket hasonld protokoll szerint, de

csak egy napon keresztul Ujra usztattuk a labirintusban.

[11.2.4.2. Rotarod, motoros készség

A motoros koordinacid értékeléséhez rotarod-kisérleteket végeztink egy automata
négysavos rotarod (Columbus Instruments, Columbus, OH) segitségével, a korabban
leirtak szerint (Tarantini et al., 2015). Roviden, az egereket napi rendszerességgel a

gyorsulé rotarodra helyeztik 4 napon keresztll. A motoros képességek tanulasanak
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értékelésére a rotarodon végzett teljesitménylk elemzését hasznaltuk. A kisérletek
egy tanulasi periédussal kezdddtek, melynek soran az egereket a mozgé rotarodra (10
fordulat/perc) helyeztik, és legfeljebb 120 s-ig tartottuk rajta. A tesztfazis napi 3
vizsgalatbol allt (15 perces kisérletek kozotti intervallumokkal elvalasztva) a kisérletet
pedig 4 napon keresztul végeztik. A rotarod-ot ugy Aallitottuk be, hogy 4/percrél
40/percre gyorsuljon 300 masodperc alatt, a forgasi sebesség 10 masodpercenkénti
novekedése altal. Az egerek mindenkdzben a rotarodon voltak és a gyorsulas
kovetkeztében kulonb6zé idépontokban estek le a forgo eszkdzrél. A kisérletek soran

a leesés id6pontjat jegyeztik fel.

[11.2.4.3. Izomerd mérése
Az elllsé végtagok maximalis izomerejét markolaterémérdvel (Chatillon Ametek Force
Measurement, Brooklyn, New York) mértik. A méréseket haromszor végezte el

ugyanaz a vizsgalé. A tovabbi analizishez a maximalis értékeket hasznaltuk fel.

[11.2.4.4. A neurovaszkularis kapcsolasi valaszok mérése

A funkcionadlis hiperémia (neurovaszkularis csatolas) felmérésére a csoportunk altal
korabban leirt modszert alkalmaztuk (Tarantini et al., 2015). Roviden, az egereket
termosztatikus fUtéparnara helyeztuk (Kent Scientific Co, Torrington, CT), és
izoflurannal érzéstelenitettik a korabban leirt protokoll szerint. Az érzéstelenités soran
a légzés végi CO2-t (ETCO2) 3,2 és 3,7% kozott szabalyoztuk egy lélegeztetbgép
(MousVent G500; Kent Scientific Co, Torrington, CT) segitségével, annak érdekében,
hogy a vérgazértékek a fiziologias tartomanyon belll maradjanak. A jobb femoralis
artériadba kanult helyeztink az artérias vérnyomas mérésére (Living Systems
Instrumentations, Burlington, VT). Kisérleteinkhez 90-110 Hgmm kozo6tti vérnyomast
tartottunk. Az egereket immobilizaltuk, és sztereotaxias keretre helyeztik (Leica
Microsystems, Buffalo Grove, IL), a fejbdrt és a csonthartyat félrehuztuk, és a koponyat
fogaszati furoval ovatosan elvékonyitottuk, mikozben folyékony pufferrel hitottuk. A
funkcionalis hiperémia meghatarozasahoz bajuszszér stimulaciot alkalmaztunk, és a
szomatszenzoros kortex feletti regionalis véraramlasi kuldnbségeket lézer-speckle
kontraszt képalkotdo berendezéssel (Perimed, Jarfalla, Svédorszag) rogzitettik. A
kisérletek soran az agyfelulet differencial perfuzidés képeit rogzitettik. A kisérletek

végén az egerek agyat immunfluoreszcensen jeldltik a vér-agy gat integritdsanak
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ellenérzésére és a mikroglia aktivacid értékelése céljabol. Ezen felul a
proinfammatdrikus  citokin  génexpresszi6 mérésére izoldlt  hippocampus

preparatumokat hasznaltuk fel.

111.2.5. Immunfluoreszcens jeldlés és konfokalis mikroszkopia: a vér-agy
gat sérulésének és a mikroglia aktivalddasanak értékelése
Az egereket transzkardialisan perfundaltuk PBS-sel; majd az agyakat eltavolitottuk és

félbevagtuk. A bal féltekéket egy éjszakan at 4%-os paraformaldehidben fixaltuk, majd
cryoprotekciot végeztink szachardz oldatban (10%, 20% és 30% egy éjszakan at), és
Cryo-Gelben lefagyasztottuk (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). 70 pm-es
koronalis metszeteket vagtunk a hippocampusbol, majd krioprezervalé oldatban
taroltuk a mintakat (25% glicerin, 25% etilénglikol, 25% 0,2 M foszfat puffer, 25%
desztilldlt viz) —20°C-on. A kivalasztott metszetek kb. 1,6 mm-re caudalisan
helyezkedtek el a bregmahoz képest, ami a rostralisabb hippocampust képviseli.
Mosas utan (3x 5 percig TBS-sel, majd haromszor 5 percig 1x TBS-sel + 0,25% Triton
X-100.al) a metszeteket forrasban 1évé natrium-citrat pufferrel (pH 6,0) kezeltik 20
percig. EQy masodik mosasi Iépés utan (3x 5 percig desztillalt vizzel plusz 3x 5 percig
1x TBS-sel) blokkolast végeztiink 5% BSA/TBS-ben (0,5% Triton X-100, 0,3 M glicin
és 1% hal zselatin; 3 6ran at), majd a metszeteket primer antitestekkel immunfestettik
2 éjszakan at 4°C-on. A kovetkezd els6dleges antitesteket hasznaltuk: kecske anti-
egér IgG (1:100, FITC konjugalt; katalégusszam: 005-090-003, Jackson Immuno
Research, West Grove, PA) az extravazalt IgG jeldlésére és nyul anti-egér Iba1 (1:50,
konjugalatlan; katalogusszam: 019-19741, Wako, Richmond, VA) a mikroglia
jelolésére. Masodlagos antitestként pedig Alexa Fluor 647-tel jeldlt szamar-anti nyul
IgG-t hasznaltunk (Abcam, Cambridge, MA). A metszeteket haromszor 5 percig TBS-
sel, majd haromszor 5 percig mostuk 1x TBS + 0,25% Triton X-100-zal. A nuklearis
festéshez pedig DAPI-t (Life Technologies, Grand Island, NY) hasznaltunk. Ezutan a
metszeteket targylemezekre helyeztukk at, és fakulasgatlo rogzitékozeggel fedtuk. A
konfokalis képeket Leica SP8 MP konfokalis lézeres pasztazd mikroszképpal
készitettuk.

Az |ba1 immunfluoreszcens jelolést az agyban lévé aktivalt mikroglia
azonositasara hasznaltuk. Kiszamoltuk az Iba1-pozitiv mikrogliak relativ szamat a

hippocampus adott teriletére vonatkoztatva. Minden allatnal a hippocampusbdl 4
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véletlenszerlien kivalasztott mez6t elemeztink 6 nem szomszédos metszetben.
Csoportonként hat allatot elemeztink.

111.2.6. A proimflammatorikus génexpresszio vizsgalata a

hippocampusban
Real-time PCR-t végeztunk a gyorsfagyasztott hippocampus mintakbdl izolalt RNS-

bdl. A teljes RNS-t RNeasy Mini Kit-tel (Qiagen, USA izolaltuk egy teljesen automatizalt
QIAcube-alapu munkafolyamat segitségével, és reverz-transzkripciot végeztink a
High Capacity RNS-cDNS szintézis készlettel (Applied Biosystems) a korabban leirtak
szerint (Bailey-Downs et al., 2012). A QRT-PCR mennyiségi meghatarozasahoz ACq
modszert hasznaltunk. Meghataroztuk a Hprt, Ywhaz, B2m, Actb és S18

referenciagének relativ mennyiségét, és normalizaciés faktort szamoltunk.

[11.3. Az Omecamtiv Mecarbil in vivo és in vitro hatasai allatmodellben

111.3.1. Allatmodellek

Valamennyi allatgondozasi és kisérleti eljarast a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsaga hagyta jova (1/2013/DE MAB etikai engedély), és megfelelt az
Eurdpai Parlament 2010/63/EU iranyelvének. A vizsgalatokat 13-15 hetes him, 300-
330 g tomegl Wistar-Kyoto patkanyokon végeztik (Toxi-Coop Toxikolégiai
Kutatékdézpont, Dunakeszi, Magyarorszag). A miocitakat beagle kutyakbdl izolaltuk
(lasd alabb). Az allatokat allandé hémérsékletli helyiségekben (23°C) tartottuk 12
oras/12 oras vilagos/sotét ciklussal, és standard étellel etettik O&ket, és a
szlkségleteknek megfeleléen voltak ellatva csapvizzel. Minden eljaras a lehet6

leghumanusabb volt, hogy lehetéség szerint minimalizaljuk az allatok szorongasat.

111.3.2.Hemodinamikai mérések

Az in vivo hemodinamikai méréseket a korabban leirtak szerint végeztuk (Radovits et
al., 2013). Roviden, a patkanyokat pentobarbital-natriummal (60 mg/ttkg)
érzéstelenitettiik, tracheotomizaltuk és intubaltuk a lélegeztetés megkonnyitése
erdekében. Az Adllatokat szabalyozott melegitbparnakra helyeztuk, és a
maghdmeérseékletet, amelyet rektalis szondaval mértink, 37 °C-on tartottuk. Polietilén

katétert helyeztlink be a bal vena jugularis externaba folyadék és OM beadas céljabal.
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Egy 2-Fr nyomasvezetd6 mikrokatétert (SPR-838; Millar Instruments, Houston, TX,
USA) helyeztink be a jobb nyaki artéridba, és ezt kdvetben lejuttattuk a felszalld
aortaba.

A katétert ezutan nyomas-ellenérzés mellett tovabbitottuk az LV-be. Elséként
steady-state allapotu PV relacidkat rogzitettink, majd 10 perces stabilizalédast
kovetéen a jeleket folyamatosan regisztraltuk 1000 mérés/s mintavételezési
sebességgel a PowerLab 16/30 adatgytijté rendszerhez (AD Instruments, Colorado
Springs, CO, USA) csatlakoztatott PV konduktancia rendszer (MPVS-Ultra; Millar
Instruments) segitségével. Az adatokat a LabChart7 szoftverrendszer (AD
Instruments) segitsével jelenitettiik meg és taroltuk meg egy személyi szamitégépen.
Specialis PV-elemzd eszkoézt (PVAN, Millar Instruments) hasznaltunk a
hemodinamikai paraméterek kiszamitasara: LV végszisztolées nyomas (ESP), LV
végdiasztolés nyomas (EDP), LV veégdiasztolés térfogat (EDV), LV végdiasztolés
térfogat, LV végszisztolés térfogat (ESV) és diasztolés nyomascsokkenés (dP/dtmin),
LV nyomascsokkenés idéallanddja (TauW; Weiss modszer szerint), ejekcios frakcio
(EF), verétérfogat (SV).

Az LV P-V Osszefuggeseit kulonbozo elbterheléseknél hataroztuk meg a vena

cava inferior tranziens okkl6zidja altal, hogy ilyen médon megkapjuk az LV szisztolés
és diasztolés funkcié terheléstél fliggetlen paramétereit. A végszisztolés P-V kapcsolat
meredekségét (ESPVRQq, a curvilinearis modell szerint) és a ,preload recruitable stroke
work”-6t (PRSW), mint a bal kamra el6terheléstél fuggetlen paramétereit szamoltuk ki.
Az LV vég-diasztolés P-V kapcsolatanak (EDPVR) meredekségét, mint az LV
merevsegének megbizhatd mutatdjakent szamitottuk ki.
Az alapparaméterek rogzitése utan DMSO-t (oldoszer) és harom egymast kdveté OM-
dozist (200, 400 és 600 ug/ttkg) injektaltunk intravénas bolusként, ami a maximalis
1200 pg/ttkg kumulativ dézist eredményezte. Az egymast kdvetd injekciok kozotti id6
adagonként 12-15 perc volt.

A fent leirt méréseket és adatelemzést a kiindulaskor és 10 perccel a DMSO
vagy barmely OM dozis beadasa utan végeztuk.

A térfogatkalibralast a korabban leirtak szerint végeztik, séoldat adagolasaval és

kUvetta-kalibraciéval (Radovits et al., 2013).
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111.3.3. Vérnyomasmeres

A novekvd dozisu OM vérnyomasra gyakorolt hatasat invaziv médon teszteltik. Az
erre a célra kialakitott centralis vénas kanult a bal vena jugularis internaba helyeztuk,
hogy amin keresztil a DMSO-t (oldészer) és az OM-et ndvekv6 dozisokban adagoltuk
(200, 400 és 600 pg/ttkg), igy elérve a maximalis 1200 ug/ttkg kumulativ dozist. A
vérnyomast invaziv modon, a jobb carotis artéria kanulalasa altal rogzitettUk
(Haemosys, Experimetria, Magyarorszag). Az EKG-jeleket egyidejlleg rogzitettik a

mérések kozben.

111.3.4. Echokardiografia

A novekvd dézisu OM in vivo hatasait echokardiografiaval is teszteltik. Ehhez egy
linearis 14,1 MHz-es i13L ultrahang fejjel felszerelt General Electric Vivid E9
ultrahangrendszerrel (General Electric, Fairfield, CT), a korabban leirtak szerint
(Kovacs et al., 2016). Roviden a ketaminnal és xilazinnal (50 mg/kg, illetve 5 mg/kg)
végzett enyhe érzéstelenités utan a patkanyokat melegitéparnara helyeztiuk, ahol a
hémeérsékletet rektalis szondaval monitoroztuk. A bal vena jugularis externaba
helyeztiink, hogy a névekvé dozisu OM bolusokat be tudjuk adni. El6szér az oldészer,
a DMSO, hatasat teszteltuk, majd a névekv6 dozisu OM-t (200, 400 és 600 pg/ttkg)
bolusokként injektaltuk, igy maximalisan 1200 pg/ttkg kumulativ dézist kaptunk.
Minden adag utan teljes ultrahangos értékelést végeztiink egy medgfigyelé altal. Az
ejekcids frakciot (EF), a frakcionalt lerévidiulést (FS), a bal kamra belsé atméréjét
szisztoléban (LVIDS) és a bal kamra belsé atméréjét diasztoléban (LVIDD) a
parasternalis hosszu tengely (PLAX) M-mddjanak rogzitésével hataroztuk meg a
papillaris izmok szintjében. A diasztolés funkcié tovabbi tesztelését a transzmitralis
aramlas Doppler-mérésével végeztuk apikalis haromuregli nézetben a mitralis
billentyl szintjén, az E/A arany és az izovolumetrias relaxacidos id6 (IVRT)
meghatarozasaval. Az LVOTmax-ot, a sebességi id6 integralt (VTI) és a szisztolés
ejekcios id6t (SET) a PW Dopplerrel rogzitett képeken mértik a bal kamrai kiaramlasi
traktus szintjén, kozvetlenul az aortabillentyl felett, apikalis haromuregl nézetben. A

bal pitvari végdiasztolés areat 2D apikalis haromuregul felvétel hasznalataval mértuk.
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Az Osszes felvételt az EchoPAC szoftver (General Electric) segitségével elemezte

egyetlen megfigyeld.

111.3.5. Mechanikai mérések permeabilizalt miocitakon

A bal kamrai izolalt kardiomiocitak izometrikus erejét 2,3 uym szarkomerhosszon
mértlik a korabban leirt modszer szerint (Nagy et al., 2015). Réviden, mélyh(tott (-
80°C) human bal kamraban a szabad fali mintakat (nem bedultetett donorszivekbdl)
izolalé oldatban (ISO, KCI 100 mM, etilénglikol-tetraecetsav 2 mM, MgCl2 1 mM,
Na2ATP 4 mM, imidazol 10 mM; pH 7,0) mechanikusan feltdrtik, majd 0,5% Triton X-
100 detergenst tartalmazé 1SO-ban inkubaltuk 5 percig, majd ismét ISO-ban mostuk
4°C-on. A miocita méretl preparatumokat szilikon ragasztoval rogzitettuk egy nagy
sebességil hosszszabalyozo6 (Aurora Scientific Inc., Aurora, Kanada) és egy eréméré
(SensoNor AS, Horten, Norvégia) kozé ISO-ban 15 °C-on. A szivizomsejtek Ca?*-
aktivalt erbképzeését ugy valtottuk ki, hogy a készitményt relaxalé oldatbdl vittik at
(BES 10 mM; KCI 37,11 mM; MgCl2 6,41 mM; EGTA 7,0 mM; ATP 6,94 mM; kreatin-
foszfat 7,94 mM) aktivalo oldatba (EGTA helyett Ca?*-EGTA-t tartalmaz, egyébként
megegyezik a relaxald oldatéval). A Ca?* koncentraciokat —Ig[Ca?*] egységekben
fejeztlk ki. A relaxalo oldat pCa értéke 9,0 (1 nM szabad Ca?*), mig a maximalis
aktivalé oldat pCa értéke 4,75 (18 uM szabad Ca?*) volt. Valamennyi oldatot
kiegészitettuk proteaz inhibitorokkal: 500 uM fenilmetil-szulfonil-fluoriddal, 40 uM
leupeptinnel és 10 uM E-64-el. Az 6sszes vegyszert a Sigma-Aldrich-tél (St. Louis,
MO, USA) vasaroltuk.

A maximadlis Ca?*-aktivalt er6t (Fmax) pCa 4,75 értéknél hataroztuk meg. A
kisérleteket egyedi tervezési LABVIEW Data Acquisition platform és LabVIEW elemzé
szoftver (National Instruments Corp., Austin, TX, USA) rogzitette és elemezte. A pCa
< 4,75 Faktiv eértékeket Fmax-ra normalizaltuk, és egy modositott Hill-egyenlethez
illesztettik az Origin 6.0 elemzé programban (OriginLab, Northampton, MA, USA),
amely minden egyes sejt Ca?*-érzékenységi gorbéjét megadja. A félmaximalis Ca?*-
indukalt kontrakcié (pCaso) pCa értéke hatarozza meg a kontraktilis apparatus
erétermelésének Ca?*-érzékenységét. Minden egyes Ca?*-fliggd aktiv erémérést
kovetéen mértiik a kardiomiocitak sejtrelaxaciojanak megfelelé Ca?*-fliggetlen passziv
erejét (Fpassziv) Ugy, hogy a preparatumot az eredeti sejthossz 80%-ara csokkentettik

8 masodpercre relaxald oldatban. Minden egyes sejt esetében az eredeti eréket a
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myocita keresztmetszeti terlletére normalizaltuk,és az Fmax, Faktiv és Fpassziv abszolut
eréértékeit KN/m2-ben fejezzik ki. Az erémérések soran 4 kulénb6zd sziv LV-mintajat
(szivenként 5-6 szivizomsejtet) hasznaltuk.V.3.6. Kutya kamrai kardiomiocitak
izolalasa akcios potencidl, sejthossz és Ca?*-tranziens mérésekhez

Mindkét nemhez tartozd kifejlett kutyakat 10 mg/kg ketamin-hidroklorid
(Calypsol, Richter Gedeon, Magyarorszag) és 1 mg/kg xilazin-hidroklorid (Sedaxylan,
Eurovet Animal Health BV, Hollandia) intramuszkularis injekciojaval érzéstelenitettik.
A sziveket gyorsan eltavolitottuk, és Tyrode oldatba helyeztuk, amely a kovetkez6ket
tartalmazta: NaCl 144 mM; KCI 5 mM; CaClz 2,5 mM; MgClz 1,2 mM; HEPES 5 mM;
és dextréz 11 mM (pH=7,4, ozmolalitdas=295-303 mmol/kg). Izolalt kardiomiocitakat
enzimatikus diszperziéval allitottunk elé (Magyar et al., 2004). Roviden, a bal kamra
falanak a bal elllsé leszallé koszoruér altal taplalt €k alaku szakaszat kimetszettlk,
kanulbe helyeztik és Tyrode oldattal perfundaltuk. A vér szovetbél vald eltavolitasa
utdn a perfuziét Ca?*-mentes Joklik oldatra (Minimum Essential Medium Eagle
#MO0518; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) cseréltik és ebben 5 percig tartottuk. Ezt
30-35 perces perfuzié kovette 1 mg/ml kollagenazzal (Type I, Worthington, Lakewood,
NJ, USA) és 0,2%-os szarvasmarha szérumalbuminnal (V. frakcio, Sigma-Aldrich, St.
Louis) kiegészitett 50 uM Ca?*-ot tartalmazé Joklik oldattal. A bal kamra falat apro
darabokra vagtuk, és a sejtszuszpenziét Joklik-oldattal mostuk. A normal kiilsé Ca?*-
koncentracié fokozatos helyreallitasa utan a sejteket MEM oldatban (termék #M0643,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 15 °C-on taroltuk felhasznalasig.

111.3.6. 1zolalt kutya bal kamrai kardiomiocitak akcios potencialjanak
rogzitése
Minden kisérletet a korabban leirtak szerint végeztunk (Horvath et al., 2017).

Eletképes, tiszta csikozast mutaté kamrai kardiomiocitakat helyeztiink egy inverz
mikroszkdp (Nikon Diaphot 300; Nikon, Tokio, Japan) targyasztalara szerelt 1 ml
térfogatu kisérleti kamraba. Az Ulepités utan a szivizomsejteket folyamatosan 37 °C-
os Tyrode oldattal 1-2 ml/perc sebességgel szuperfundaltuk. A sejteket 3 M KCI-mal
toltott hagyomanyos boroszilikat mikroelektrodakkal szurtuk meg, amelyek
csucsellenallasa 20-40 MQ kozoétt van, és egy Multiclamp 700A erésité bemenetére
csatlakozik (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Akciés potencialokat (AP)
valtottunk ki ezeken az intracellularis elektrédakon keresztll, 2 ms széles, téglalap

alaku aramimpulzusok alkalmazasaval, amelyek amplituddja kétszerese a diasztolés
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kiszobérteknek. A membranpotencial jelet 50 kHz-en digitalizaltuk Digidata 1440A
A/D kartya segitségével, majd rogzitettik a pClamp 10 szoftverrel (mindketté a
Molecular Devicestdl, Sunnyvale, CA, USA), és késbbbi elemzés céljabdl taroltuk. Az
AP-kat 1 Hz, 2 Hz, 3,33 Hz, 4 Hz és 5 Hz ingerlési frekvenciakon rogzitettik, ebben a
sorrendben, OM hidnyaban és jelenlétében. Az AP-kat 1 Hz-en 10 percig
monitoroztuk, mielétt felvettiik volna mind a DMSO-t tartalmazé Tyrode-oldatban, mind

pedig 1 uM OM jelenlétében.

111.3.7. 1zolalt kutya bal kamrai kardiomiocitak sejthosszanak rogzitése

A sejthosszt (CL) egy video alapu edge-detektor rendszerrel (VED-105, Crescent
Electronics, Sandy, Utah, USA) mértuk az AP felvételekkel egyidejileg. Az analdg jelet
felerésitettik (DC er6sitd, Fénixcomp Ltd., Magyarorszag), Digidata 1440A A/D
konverterrel 240 Hz-en digitalizaltuk és pClamp 10 szoftverrel rogzitettik (mindkettd
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Egyes kisérletekben a CL-t elektromos stimulacié nélkual mértik. Ezekben az
esetekben a CL-t DMSO-t tartalmazo6 Tyrode oldatban 10 percig monitoroztuk, majd a
sejteket 10 percig 1 nM - 10 yM OM koncentracioknak tettuk ki.

Az OM hatasat az APD visszaallitasara ugy hataroztuk meg, hogy a szivizomsejteket
500 ms-os egyensulyi ciklushosszon ingereltik 20 egymast kdvetd titemben, majd egy
elére meghatarozott diasztolés intervallumban (DI) korai ingert adtunk le a 21.
utemben. A DI 10-200 ms kozott volt beallitva. Az APD visszaallitasi gorbén a 21. AP
atlagos APD90 (+SD) értékeit a megfeleld DI fliggvényében abrazoltuk. Az eljarast

megismeételtuk ugyanazon a miocitan 1 yM OM jelenlétében is.

111.3.8. Izolalt kutya bal kamrai kardiomiocitak intracellularis Ca?*

tranzienseinek fotometriai kimutatasa
A szivizomsejteket 5 uM Fura-2 AM-mel toltéttik fel 30 percig szobah6mérsékleten

Pluronic F-127-et tartalmazé Tyrode oldatban. Ehhez 25 mg Pluronic F-127-et
feloldottunk 1 ml DMSO-ban, és ebben az oldatban 1 mM Fura-2 AM tdrzsoldatot
készitlink. Feltoltés utan a sejteket kétszer mostuk Tyrode oldattal, majd 30 percig
szobah6mérsékleten pihentettik a festék észtermentesitéséhez, majd a kisérletek
el6tt 15°C-on taroltuk. A fluoreszcenciat valtakozo, kétsugaras gerjesztési

fluoreszcens fotometrias berendezéssel (RatioMaster; Photon Technology
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International, New Brunswick, NJ, USA) mértiik inverz mikroszkoppal. A Ca?*-kotott és
Ca?*-mentes Fura-2 festék fluoreszcens jeleit 340 nm-es (Fz40), illetve 380 nm-es (F3g0)
gerjesztési hullamhosszon detektaltuk. A kibocsatott fotonokat 510 nm felett
detektaltuk egy R1527P fotonsokszorozo csdvel (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu,
Japan). Ezt a jelet 200 Hz-en digitalizaltuk a FelixGX szoftverrel (Photon Technology
International, Edison, NJ, USA), és offline elemzéshez taroltuk. A hattér-
fluoreszcenciat ugy mértik, hogy a sejtet elmozditottuk a latdmezébél. A hattér-
fluorenszcenciat ezt kdvetéen kivontuk a teljes fluoreszcenciabdl, hogy ilyen médpn
megkapjuk a kizardlag a preparatumbdl szarmazo fluoreszcenciat. Az intracellularis
Ca?* tranziens (CaT) értékelésére az Faao/Fsso fluoreszcencia aranyt hasznaltuk. A

CaT-t az AP-vel és a CL-vel parhuzamosan rogzitettuk.

111.3.9. Statisztika
Az eredményeket atlag £+ SEM értékben fejeztik ki.

A normal eloszlasu adatokat el6szor Shapiro-Wilk teszttel értékeltik. Normal eloszlas
esetén a tobb csoportot tartalmazé adatsorokat varianciaanalizissel (ANOVA)
(parositas hianya esetén konvencionalis, ismételt mérések esetén Greenhouse-
Geisser korrekciéval), a tobbszoros 6sszehasonlitast pedig Holm-Sidak teszttel
ertékeltuk; mig a két csoportot tartalmazé adatsorokat konvencionalis, parametrikus T-
teszttel értékeltuk.

A normal eloszlastél valo eltérés vagy alacsony megfigyelési szamok (n<6)
esetén nem-parametrikus teszteket alkalmaztunk. Ezekben az esetekben ismételt
mérésekhez Friedman tesztet fuggetlen mérésekhez Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk. A tobbszords dsszehasonlitashoz Dunn’s tesztet hasznaltunk. Két
csoport értékeléséhez Wilcoxon paros elbjeles rangtesztet (ismételt mérések) vagy
Kolgomorov-Smirnov tesztet (parositatlan értékek) hasznaltunk.

A szignifikancia kritériuma p <0,05 volt.
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V. Eredmények

IV.1. Az IGF-1 szerepe a vaszkularis remodellingben

IV.1.1 Kering6 IGF-1 szint és vérnyomasmérés

A modell validalasahoz meghataroztuk az IGF-1 szinteket. A TBG-Cre-AAV8-at kapo
egerek szérum IGF-1 szintje szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz képest. A
kontroll egerek TBG-eGFP-AAV8-at kaptak (1A. abra). Az angiotenzin Il kezelés
szignifikdnsan magasabb vérnyomast eredményezett mind az IGF-1 hianyos

egerekben, mind a kontrollokban (1B. abra).

IV.1.2. Az IGF-1 hianya megvaltoztatja az artériak morfologiajat, az
errendszer mechanikat, és rontja az MCA-k strukturalis alkalmazkodasat

a magas vernyomashoz
Az egyes kisérleti csoportokbdl szarmazé MCA-k passziv belsé atmérdjének és

falvastagsaganak valtozasait az intraluminalis nyomas fliggvényében az 1C-E. abrak
mutatjak be. Amint az 1D. abran lathato, az IGF-1 hiany a falvastagsag szignifikans
csokkenéséhez vezetett normotenziv egerekben. Emellett jol lathaté az MCA-k
szerkezeti adaptacidja a magas vérnyomashoz kontroll allatokban, ami a falvastagsag
jelentés novekedésében (1E. abra) csokkent belsé atmérében (1C. abra) és a
fal/lumen arany ebbél kovetkezd ndvekedésében nyilvanult meg (ezen adatot nem
abrazoltuk). Kalceinnel festett vaszkularis simaizomsejteken (VSMC) végzett mérések
kimutattak (1F és 1H abra), hogy a falvastagsag ndvekedését legalabbis részben a
medialis VSMC hipertrofia okozta (1G és 11 abra).

38



— Kontroll 3 Kontroll C

A E [gf1” + TBG-Cre-AAV8 B E /gf1” + TBG-Cre-AAV8 1804
gzzzaKontroll + ANGII Kontroll+ ANGII
= [gf1” + TBG-Cre-AAV8 B (gf1” + TBG-Cre-AAVS
400 — +ANGI| 180 +ANGII 160

* k8

160 —
140
120
100
80
60
40
20

0

w

o

o
1

O Kontroll

120{¢" * Igf1" +TBG-Cre-AAVS
<= Kontroll + ANGI|

+ [gf1” +TBG-Cre-AAV8 + ANGII

0 50 100 150 200

Nyomas (Hgmm)

=
[=3
o
|
*

Szérum IGF-1 (ng/ml)
n
8
!
Szisztolés vérnyomas (Hgmm)

(=]
|

2
@

Control Igf1f/f + \ Igf1/f +TBG-Cre-AAVS
TBG-Cre-AAV8 t |
1 !

oo
1

Falvastagsag (um)
el

4 Igf1fif +
o Kotitroll = - TB@:Cre-AAVS lgf1f/f +TBG-Cre-AAV8
p +ANGII : B \ell
2{ - [gf1" +TBG-Cre-AAV8 i
0 - . ,
0 50 100 150
E Nyomas (Hgmm) [ Kontroll
107 G mmm /gf1” + TBG-Cre-AAVS | C—IKontroll + ANGII
Kontroll + ANGII = /gf1” + TBG-Cre-AAV8
g 81 ) mmm (gf1” + TBG-Cre-AAVS +ANGII
g 5 2.0 1 +ANGII 1.8 1
= B " 16 P<0.01
0 6 2 o =
b = N & S 7 1.4
) 2 S 154 * &g
= 53 25 12
g # Kontroll+ ANGII g S8 1.0
'.— 10 —
£ 5l * Igf1" +TBG-Cre-AAVS S8 S 8 08
+ANGII = S 9 06
= @
0 7 0.5 < < 04 4
- . — 2
0 50 100 150 0.2
Nyomas (Hgmm) 0.0 - 0.0

1. abra: A keringd IGF-1 hiany el6segiti az agyi erek media sorvadasat. (A) A m3j Ifg1 adeno-asszocialt
virusos knockdown-ja (Igflf/f + TBG-Cre-AAV8) szignifikdnsan csokkenti a keringé IGF-1 szintjét a
kontroll allatokhoz képest. (B) Az angiotenzin Il vérnyomas-emelkedést valtott ki kontroll és IGF-1-
hianyos egerekben. *p < 0.05 vs kontroll normotenziv. (C) Az arteria cerebri media-k (MCA) nyomas-
atmérd gorbéi minden kisérleti csoportbdl passziv korilmények koézott. (D, E) Az MCA-k nyomas-
falvastagsagi gorbéi passziv kdriilmények kdzott. A VSMC-k reprezentativ konfokalis képe: a kalceinnel
toltott MCA-k, a longitudindlis sikban (F, skala: 5 uym) és a longitudinalis sik kozéps6 részén (H, skala:
80 pm). A cellularis hipertrofia mutatdjaként a VSMC-k kdzéps6 szakaszanak atlagos atméréjét mértik
(G). (I) Az oszlopdiagramok az MCA-k kézepén mért, magas vérnyomas okozta relativ médiavastagsag-
valtozasok 6sszefoglald adatai. Az adatok atlag £ SEM. (n = 11-27 minden adatpontnal) *p < 0,05 vs.
#p < 0,05 vs kontroll+Angll; &p < 0,05 vs IGF-1 hianyos. A csoportok kozotti kilonbségeket egyutas
ANOVA-val, majd Tukey post hoc tesztel allapitottuk meg.

A hiperténias kontroll egerek MCA-iban a stress-strain gorbe balra tolédott el a
normotenziv kontroll egerek MCA-jaban kapott gorbétdl (2A. abra), ami az agyi artériak
merevseégeét jelzi. Maga az IGF-1-hiany az MCA-k stress-strain kapcsolataban balra
eltolédassal és megnovekedett cirkumferencialis feszlltséggel jart (2A abra). Az Ang-
Il infuzidja IGF-1-hianyos egerekben tovabbi balra tolodast eredményezett az MCA-k

stress-strain gorbéjétél (2A. abra), jelezve az erek fokozott merevségeének jelenlétét.
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Az Eiow, amely az elasztin vaszkularis rugalmassaghoz valé hozzajarulasat tukrozi,
altalaban csokkent a normotenziv IGF-1-hianyos egerek MCA-iban, de a kllénbség
nem érte el a statisztikai szignifikanciat. Az Eww szignifikdnsan megemelkedett a
hipertonias IGF-1-hianyos egerek MCA-jaban, ami csokkent rugalmassagot jelez (2B.
abra). A hipertdnias kontroll egerekbdl szarmazé MCA-k értéke statisztikailag nem
kildnbdzott a normotenziv kontrollerek értékétdl. Az Enigh statisztikailag nem

kl6nb6zo6tt a négy kisérleti csoportban (2C. abra).
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2. dbra. Az IGF-1 hianya csokkenti az agyi artéridk rugalmassagat. (A) Normotenziv kontrollbdl,
hiperténias kontrollbdl (kontroll+Ang II) és normotenziv IGF-1 hianyos (Igf1f/f + TBG-Cre-AAV8) és
hiperténias IGF-1 hianyos allatbol (Igfif/f +TBG-Cre-AAV8 + Angll) izolalt arteria cerebri mediak
feszlltség-stressz kapcsolati gorbéi passziv korilmények koézott, kilénb6zé intravaszkularis
nyomasokon. (B) Az MCA-k elasztikus modulusai passziv korilmények kdzott. Eow €s Enigh a linearis
regresszid meredekségét jelenti az alacsony, illetve a magasabb intravaszkularis nyomastartomanyban.
Alacsony nyomason az elasztin, magas nyomason a kollagén befolyasolja az artériak rugalmas
viselkedését. A magasabb értékek fokozott artérias merevséget jeleznek. Az adatok atlag + SEM -ként
lettek megadva (n = 6—11 minden adatpontra). *p < 0,05 vs kontroll; #p < 0,05 vs kontroll+Angll. A
csoportok kozotti kuldnbségeket egyutas ANOVA-val, majd Tukey post hoc teszttel dllapitottuk meg.

Konfokalis és multifoton mikroszképiat hasznaltunk az MCA-k érfal-
Osszetételének tovabbi felmérésére (3A. abra). Ezek a kisérletek alapjan
megallapithattuk, hogy az IGF-1 hianyos MCA-k falaban az elasztintartalom
csOkkenési tendenciajat, amely a magas vérnyomas kivaltasa utan valt
szembet(in6bbé (3B. abra). Nem volt szignifikdns valtozas a medialis VSMC magok

szamaban sem magas vérnyomasban, sem IGF-1 hianyban (3C. abra).
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3. abra: Az IGF-1 hianya csokkenti az elasztintartalmat az agyi artériakban. (A—E) Normotenziv
kontrollbdl, hipertonias kontrollbdl (kontroll+Ang Il) és normotenziv IGF-1 hianyos (Igf1f/f + TBG-Cre-
AAV8) és hipertdnias IGF-1 hianyos egerek (Igf1f/f + TBG-Cre-AAV8 + Angll) -bdl izolalt arteria cerebrei
media-k (MCA) reprezentativ konfokalis képei; (részletekért lasd a modszereket), amelyek F-aktint
(sarga), elasztint (piros) és sejtmagokat (kék) mutatnak. Skala: 20 um. (B) Az IGF-1 hiany az artérias
elasztintartalom jelent6s csdkkenésével jar. (C) Vaszkularis simaizomsejtek szama, amelyet az MCA-k
medialis rétegében talalhaté magok képviselnek. Az adatok atlag + SEM-ként vannak megadva (n = 5—

7 minden adatpontra).

IV.1.3. Az IGF-1 hianya rontja a hipertonia altal kivaltott adaptiv
valtozasokat az ECM-hez kapcsolodd vaszkularis génexpresszios

profilban
Az ECM komponensek szintézisében, dsszeallitasaban, lebontasaban, valamint az

atépulésében részt vevd gének expresszidjat qPCR-rel hataroztuk meg.
Megallapitottuk, hogy MCA-kban az IGF-1 hiany gatolta az EIn mRNS expressziojanak
magas vérnyomas altal kivaltott valtozasait (4A abra), az elasztin rostok 6sszeépulését
és atépulését, valamint az ECM térhalésodasat szabalyozé faktorokat (4C. abra),
illetve a vaszkularis remodelling folyamatait szabalyozé faktorokat (4D abra) és a
kollagének expresszidjat is (4F. abra), mig nem gyakorolt jelentés hatast az MMP
expresszidjara (4B. abra). A vaszkularis redox szabalyozasban szerepet jatszo
tényez6k kozott azt talaltuk, hogy az IGF-1 hianya negativan befolyasolta az

antioxidans Nrf2 (Nfe2/2) transzkripcids faktor expressziojat (4E. abra).
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4. abra. Az IGF-1 hianya negativan befolyasolja a magas vérnyomas okozta érrendszeri atéplléshez
vezetd génexpressziods valtozasokat. gPCR adatok, amelyek az (A) elasztin (Eln), (B) elasztolitikus és
kollagenolitikus matrix metalloproteinazok (MMP) mRNS-expresszidjat mutatjak, (C) az elasztinszalak
Osszeépllését és atépulését szabalyozo (fibrillin-1 [Fbn1], fibrillin-1 [Fbn2]) , Emilinl, Emilin2, fibulin-1
[FbInl], fibulin-5 [FbIn5] és fibulin-4 [Efemp2]) valamint ECM térhaldsitas szabalyozé gének
expresszidjanak valtozasai (a lizil-oxidazok Lox, LoxI1, LoxI2, LoxI3, Loxl4), (D) névekedési faktorok és
a vaszkularis remodelling folyamatait szabalyozé citokinek, az (E) faktorok, amelyek részt vesznek a
vaszkularis redox szabalyozasban és a ROS éltal kézvetitett MMP aktivacidban, beleértve a NADPH
oxidaz NOX2 alegységet (Cybb) és az antioxidans transzkripciés faktort, a Nrf2 (Nfe2l2) és (F)
kollagének expresszidjanak a valotozasai normotenziv kontrollbdl, hipertonias kontrollbol (kontroll+Ang
II) és normotenziv IGF-1-hianyos (Igf1f/f + TBG-Cre-AAV8) és hipertonias IGF-1-hianyos egerekbdl
(Igflf/f +TBG-Cre-AAV8 + Angll) izolalt arteria cerebrei media-bol (részletekért lasd a Médszerek cimi
részt). Az adatok atlag + SEM-ként lettek megadva (n = 6 minden adatpontra), *p < 0,05 vs kontroll, #p
< 0,05 vs kontroll+Angll. A kilonb6zé csoportok kozotti kildonbségeket egyutas ANOVA-val, majd Tukey
post hoc teszttel allapitottuk meg.
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IV.2. Az agyi vénas pangas és a neuroinflammacio szerepe az életkorral
0sszeflggd vaszkularis patologiakban

IV.2.1. A jugularis véna lekotése karosodott kognitiv funkciot

eredményez egerekben
Annak meghatarozasara, hogy a JVL hogyan befolyasolja a kognitiv funkciokat

egerekben, allatokat kognitiv funkcios teszteknek — példaul a 8 karu vizi labirintus
tesztnek — vetettik ala (5. abra). Az egyes kisérleti csoportokban az egerek tanulasi
teljesitményét hasonlitottuk 6ssze a kombinalt hibaarany napi valtozasainak
elemzésével. A felvétel soran mindkét csoport egerei a kombinalt hibaarany
csOkkenését mutattak (5B. abra) a napok soran, ami azt jelzi, hogy megtanultak a
feladatot. A tanulas els6é napja utan az aloperalt egerek kombinalt hibaaranya
alacsonyabb volt, mint a JVL operacién atesett egereké (5B. abra).

A munkamemoria (révid tava memoria, amely az azonnali tudatos észlelésben
szerepet jatszik) elemzéséhez megvizsgaltuk a helytelen karokba valo (rejtett platform
nélkuli) ujbdli belépéseket. Azt talaltuk, hogy a munkamemoria funkcioja a JVL operalt
egerekben karosodott az aloperalt kontroll egerekhez képest (5C. abra). A nem
kognitiv paraméterek elemzése nem mutatott kulonbséget, igy az Uuszas
sebességében és a nem felfedezd viselkedésben (az az dsszesitett id6, amelyet az
egerek nem a platform keresésével toltottek, példaul lebegve) nem volt eltérés a két
csoport kozott (az adatokat nem mutatjuk be). Osszességében a fent emlitett
eredmények azt sugalljak, hogy az egereknél a JVL-hez tarsulé agyi vénas pangas
rontja a teljesitményt a 8 karu vizi labirintusban, ami a hippocampalis térbeli tanulas
és memoria hanyatlasabdl eredeztethetd, nem pedig a motoros vagy motivacios

folyamatok valtozasabal.
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5. abra: Jugularis véna lekotéssel kivaltott agyi vénas pangas (JVL) karosodott 8 karu vizlabirintushoz
tarsulé (RAWM) teljesitményhez vezet. a) szazalékot jelz6 hétérkép a labirintus kilénb6zé helyein
eltéltétt id6 alapjan egy véletlenszeriien kivalasztott allat a 3. kisérleti napon latott teljesitményét mutatja
be. b) A JVL operacion atesett allatoknal altaldban magasabb a kombinalt hibaarany a tanulasi
szakaszban és a 10. vizsgalati napon az aloperalt allatokhoz képest. ¢) A JVL operacié szingifikansan
tobb ismételt hibat, rosszabb munkamemodériat eredményez az aloperalt kontrollokhoz képest. n = 10-15
minden adatponthoz. Minden adat atlag + SEM formaban van feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat
egyutas ANOVA-val szamitottuk ki Tukey-féle post hoc tesztet alkalmazva. *P < 0,05.

IV.2.2. A jugularis véna lekotése nem befolyasolja a neurovaszkularis

kapcsolasi valaszokat
Az ellenoldali bajuszszér-stimulacié altal kivaltott valaszokat a szenzomotoros

cortexben a JVL nem befolyasolta (6. abra).
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6. abra: A JVL operacioé hatasa a neurovaszkularis kapcsolasra. a) reprezentativ képek mind aloperalt,
mind JVL lekdtott allatok esetében melyek az ellenoldali bajuszszér stimulacié hatasara létrejott
szenzomotoros kortex hiperémiat mutatjak. b) a szenzomotoros kortex vérellatdsanak %-os valtozasai
a két csoportban. Az adatokat atlag + S.E.M.-ként adtuk meg (n=6-8 az egyes csoportokban) n.s.
jelentése: nem szignifikans.
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IV.2.3. A jugularis véna lekotésének hatasa a neuroldgiai paraméterekre,

az izomerdre €s a motoros tanulasi funkciora
A JVL a neurolégiai pontszam jelentés csdkkenését eredményezte a kontroll

csoporthoz képest (7A. abra). A JVL motoros teljesitményre gyakorolt hatasanak
ellen6rzéséhez megvizsgaltuk a valtozasokat az izomerdben, illetve az egyensulyban
és alléképességben. Az izomerd mérésére markolat-erémérét, mig az egyensuly és
alloképesség meérésére az un. rotarod eszkozt hasznaltuk. A JVL operalt egerek
izomereje tendencidzusan csokkent volt a kontroll allatokéhoz képest (7B. abra). A
motoros képességek tanulasat modositott rotarod teszttel értékeltik. Egyensulyt és

alloképességet tekintve nem volt érdemi kilonbség a két csoport kdzott (7C. abra).
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7. abra: A JVL operacio hatasa a neuroldgiai funkciora, izomerére és a motoros tanulasra. A) a JVL
operalt egerek neuroldgiai funkcioja szignifikansan rosszabb volt a kontroll csoporthoz viszonyitva B) a
JVL operalt allatok izomereje tendenciézusan gyengébbnek bizonyult a kontroll csoporthoz viszonyitva.
C) az egyensulyérézéket és alloképességet vizsgalé motoros tanulasban érdemi kilonbség nem
mutatkozott a két csoport k6z6tt. Az adatok atlag + S.E.M.-ként vannak abrazolva (n=10-20 az egyes
kisérletekben). *P < 0.05 vs. sham control.

IV.2.4. A jugularis véna lekotése sulyosbitja a hipertonia altal kivaltott

BBB karosodast a hippocampusban
Extravazalt plazmabdl szarmazé IgG-t hasznalva a megndvekedett hippocampalis

cerebrovascularis permeabilitas markereként, teszteltuk azt a hipotézist, hogy
egerekben az agyi vénas pangas Onmagaban Osszefliggésbe hozhaté a BBB
integritdsanak karosodasaval. A plazmabdl szarmazé IgG immunfestése jelentés IgG-
lerakédasokat mutatott ki JVL operalt egerek hippokampuszaban, amit tovabb
sulyosbitott a magas vérnyomas (8. abra). A hiperténias aloperalt egerek
hippokampuszaban az 1gG szivargas szignifikansan alacsonyabb volt, mig a
normotenziv aloperalt egerek esetében egyaltalan nem volt kimutathato6 1gG szivargas
(8. abra).
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8. abra: A JVL operaci¢ altal kivaltott agyi vénas pangas hozzajarul a BBB integritasanak roncsolasahoz.
A) reprezentativ konfokalis mikroszképos képek, melyek a kilép6é 1gG-t mutatjak (zold) az egyes
csoportok hipokampuszaban. B) a kilép6 IgG mennyiségének analizise az egyes csoportokban. A JVL
operalt allatok esetében szignifikansan tébb a kilépd IgG mennyisége. Az adatok atlag + S.E.M. -ként
lettek megadva (n=4-6 allat/csoport) *P < 0.05 vs. sham kontrol, #P < 0.05 vs. Ang Il nélkdl.
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IV.3. Az Omecamtiv Mecarbil in vivo és in vitro hatasai allatmodellben

IV.3.1. Az Omecamtiv mecarbil in vitro befolyasolja a Triton-X-100-al
permeabilizalt human kardiomiocitak 6sszehuzddasat, relaxacidjat, Ca?*-
erzékenységet és merevséget

Az OM hatasat a Triton-X-100 permeabilizalt human szivizom 6sszehuzédasra (9A.

abra) alacsony (0,1 uM) és magas (1 M, 401 ng/ml) koncentracioju OM jelenlétében
is teszteltuk (9B-9D. abrak). A kalcium-figgd aktiv er6 szignifikansan megndvekedett
nagyon alacsony Ca?*-szintek mellett is 1 yM OM jelenlétében. Példaul az erd értéke
relaxalé oldatban (pCa 9) 1,1+0,2 kN/m? volt, az OM hianyaban mért 0 kN/m2
értékhez képest (9B. abra). A miocita erégeneralas Ca?*-érzékenysége (pCaso)
5,86 £ 0,02-r6l 6,42 + 0,06-ra nétt (9C. és D. abra) 1 yM OM jelenlétében. Ugyanaz a
dézis OM tobbszorosére novelte a Ca?*-aktivalt erétermelést (Faxiv) alacsony Ca?*-
koncentracié mellett (a pCa 6,2-nél a Fakiv 1,7 £0,3-rél 8,6 +1,9 kN/m?-re nétt; 9E.
abra), mig a maximalis Ca?*-aktivalt erét csokkentette az aktivalas maximalis szintjén
(a pCa 4,75-nél az Fakiv 20,4 + 2,0-rol 11,0 £ 1,0 kN/m2-re csokkent; 9E. abra). A Ca?*-
flligg6 er6termelés sebessége (ktr) 1 pM OM-koncentracid mellett a Ca?*-
koncentraciétél fuggetlenul csokkent (k 0,97 £0,06-ré61 0,04+0,01 1/s-ra, és
0,28+0,00,05-r6l 0,107 + 0,04 -re) magas és szubmaximalis Ca?*-szintek mellett; (9F.
abra). A fél-maximalis 6sszehuzddashoz szukséges id6 (11/2) 5,06 + 047-r61 10,40 +
1,11 s-ra és 2,80 + 0,21-r6l 8,75 £ 8,75-re nétt szubmaximalis Ca?*-szintek és 1uM
OM koncentracié mellett (9G. abra). A relaxacio (treiax) kinetikaja lelassult 2,67 + 0,38-
rol 18,51 £ 1,72 s-ra és 2,74 + 0,34-r6l 12,00 + 1,44-re szubmaximalis és magas Ca?*
szintek mellett 1 yM OM jelenlétében. Végil a Ca?*-fliggetlen (passziv) merevség
(Fpassziv) 0,8810,10-r6l 3,88+0,44 kN/m?-re, illetve 1,03+0,12-rél 3,25 + 0,4-re nétt
szubximalis és magas Ca?* szintek mellett 1 uM OM jelenlétében (9I. abra).
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9. abra: Az Omecamtiv mecarbil Ca?* érzékenyité hatasu, lassabb kontrakcié-relaxacios kinetikat és
megnovekedett passziv merevséget idéz el a permeabilizalt human kardiomiocitakban. Reprezentativ
regisztratumok maximalis (pCa 4,75; =18 uM) és szubmaximdlis (pCa 6,2; =0,63 yM) Ca?*-
koncentracional illusztraljak az 1 yM omecamtiv mecarbil (OM) hatasat izolalt, permeabilizalt human bal
kamra szivizomsejtek aktiv erejére. Szirke regisztratum: kontrollok; fekete regisztratum ugyanazon
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sejtek OM jelenlétében (A). A mérés lépéseit pCa 6,2 mellett a fekete regisztratum jelzi. El6szor a
permeabilizalt bal kamrai kardiomiocitat Ca?* tartalmu oldatba helyeztiik és rogzitettlik a kifejlédé Ca?*-
fuggl aktiv er6t. Ezutan a készitményt relaxalé oldatba (pCa 9) vittiik at. A steady-state relaxacio utan
a passziv merevséget a szarkomerek passziv szintre torténé leroviditésével hataroztuk meg. A Ca?*-
koncentracio-aktiv er6 0sszeflggést is meghataroztuk (A-B) és (C) paneleken abszolut és relativ
[normalizalt] egységekben 0,1 és 1 uyM OM jelenlétében (a jelzett mdédon) abrazoltuk. Az oszlopdiagram
(D) 7-9 egyedi mérés atlag + S.E.M. értékeit mutatja (a szignifikans kilonbséget [P <0,05] az
alapvonalhoz képest csillag jelzi). Az OM kétfazisu hatassal volt az aktiv er6generalasra, amint azt a
koncentracio-aktiv erd grafikon mutatja pCa 4,75 (E) értéknél. A grafikonokon az aktiv er6generalas
Osszesitett sebessége (ktr) (F) és a Ca?*-fliggd erd kifejlédésének a félmaximalis idGigénye (t1/2) (G)
lathato. Végul a relaxacio sebességét (teiax) (H) és a passziv (Ca?*-fliggetlen) merevséget (Fpassziv) (1) is
meghataroztuk kilénb6zé OM koncentraciok mellett. Az alkalmazott OM koncentraciok a vizszintes -
tengelyeken lathatok. A szimbdélumok 7-9 fliggetlen meghatarozas atlagat jelentik. A hibasavok a
S.E.M.-et jelzik.

IV.3.2 Az Omecamtiv mecarbil pozitiv inotrépiat valt ki patkanyban in
Vivo
A 200, 400 és 600 ug/testtomeg-kg (BW) OM intravénas, kumulativ alkalmazasa (1200

Mg/ttkg maximalis dozissal) javitotta a sziv szisztolés funkcidjat, amint azt az
echokardiografia is kimutatta (10A. abra). Az ejekcios frakciéo (EF) 73,3 £2,2-rél
87,4+ 3,6%-ra nétt; a frakcionalt rovidulés (FS) 41,2+2,3-r6l 55,31 4,1%-ra nétt. A
szisztoléban meért LV belsé atmérd (LVIDs) 4,0 £0,2-rél 2,2+ 0,3 mm-re csdkkent;a bal
kamra belsé atméréje diasztoléban (LVIDd) 6,7 £ 0,2 mm-rél 5,7 £ 0,3 mm-re csdkkent;
és a szisztolés ejekcids id6 (SET) 75,2+2,5-r6l 117,4+6,1 ms-ra nétt. Ezzel
parhuzamosan a maximalis véraramlasi sebesség a bal kamrai kiaramlasi traktusban
(LVOT max. sebesség) 0,66 £ 0,04-rél 0,46 £ 0,07 mm/s-ra csOkkent, mig az LVOT
sebesség-idd integral nem valtozott szignifikansan.

A szisztolés funkcié javulasat az LV P-V mérések is kimutattak, azonos
korulmények kozoétt (10B. abra): EF 52,5 +2,0-rél 71,4 £ 3,9%-ra nétt. A bal kamrai
végszisztolés térfogat 101,6 + 10,2-r6l 54,2+ 9,1 pl-re csokkent, mig a bal kamrai
végdiasztolés térfogat enyhén csokkent, ami a ver6térfoagat nem szignifikans
novekedését eredményezte, 109,0 £4,5-r6l 127,7,8 pl-re. A terheléstdl flggetlen
kontraktilitasi indexek szintén egyértelmd javulast mutattak a szisztolés
teljesitményben: mind a végszisztolés P-V osszefugges (ESPVRQq), mind a preload-
recruitable stroke work (PRSW) nétt (2,8 £0,1-ré1 4,0 £ 0,2 Hgmm/pl-re, 110,9 £ 8,7 és
159,1 + 13,2 Hgmm koz6tt).
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Kiindulas + 200 pg/kg OM + 600 pg/kg OM + 1,200 pg/kg OM
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10. abra: Az Omecamtiv mecarbil javitja a bal kamra szisztolés funkciojat patkanyban. Az Omecamtiv
mecarbilt (OM) patkanyokon in vivo teszteltik 200-1200 pg/ttkg kumulativ dézisban. A bal kamra
szisztolés funkcidjat echokardiografiaval (A) és bal kamrai nyomas-térfogat analizissel (B) vizsgaltuk.
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M-maodot hasznaltunk a parasternalis hosszu tengely nézetben (reprezentativ felvételek a felsé sorban),
hogy meghatarozzuk az ejekcios frakciot, a frakcionalt révidilést, a bal kamra vég-szisztolés belsé
atmérgjét és a bal kamra vég-diasztolés belsé atméréjét. A pulzatilis (PW) Doppler médszerrel (a bal
kamrai kiaramlasi traktusbdl) meghataroztunk olyan hemodinamikai paramétereket (reprezentativ
felvételek a nyomok alsé sordban), mint példaul a bal kamrai szisztolés ejekcids id6, maximalis
véraramlasi sebesség a bal kamrai kiaramlasnal és bal kamrai kidaramlasi traktus VTI értéke, amint az
a grafikonokon lathatd. Reprezentativ bal kamrai nyomas-térfogat hurkokat kaptunk kilénb6zé
kumulativ OM dozisoknal a nyomas-térfogat elemzés soran (B). Az ejekcids frakcio, a végszisztolés
térfogat, a végdiasztolés térfogat, a Iokettérfogat és a terheléstdl fiiggetlen kontraktilitasi indexek (a
szisztolés végnyomas-térfogat 6sszefliggés meredeksége; valamint a preload recruitable stroke work
kiilonb6z6 OM dozisok esetén lathatok a grafikonokon. A fliggetlen megfigyelések szama 8-14 volt az
echokardiografianal és 9 a nyomas-térfogat elemzésnél. A szimbdélumok az atlagot és S.E.M.-et jelentik.
A kezdeti (alap) értékektdl vald szignifikans eltéréseket az OM alkalmazasakor (a kumulativ dozisok a
vizszintes tengelyeken lathatdk) csillagokkal jeléltuk: *P <0,5; **P <0,01.

IV.3.3 Az Omecamtiv mecarbil diasztolés diszfunkciot okoz

patkanyokban in vivo
Az OM-kezelés a diasztolés diszfunkcio jeleivel is Osszeflggésbe hozhatd az

echokardiografian (11A. abra): a mitralis billentyl szintigben 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-rol 52,7 £ 2,7 ms-ra, a bal pitvari (LA) belsé terllet pedig 29,4 + 1,7-r6l 48,3
2,0 mm2-re nétt. A diasztolés diszfunkciora utald jelen jelen voltak a P-V analizissel
is (11B. abra). Az izovolumetrias relaxacios allandé (Tauw) 9,2 + 0,4-rél 15,2 £ 0,7 ms-
ra nétt, és a diasztolés nyomas csdokkenésének maximalis sebessége (dP/dtmin) -
11 642 + 603-rol — 8096 +£614 -Hgmm/s -ra csokkent. A bal kamrai végdiasztolés
nyomas (LVEDP) 8,6 + 0,8-rél 26,4 + 1,2 Hgmm-re nétt, a végdiasztolées P-V
O0sszefuggés (EDPVR) pedig 0,040 + 0,001-rél 0,098 + 0,09 Hgmm/ul-re (11B. abra).
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Kiindulasi + 200 pgikg OM + 600 pg/kg OM +1,200 pg/kg OM
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11. abra: Az Omecamtiv mecarbil negativan befolyasolja a bal kamra diasztolés tel6dését patkanyban.
Az Omecamtiv mecarbilt (OM) patkanyokon in vivo teszteltik. A bal kamra diasztolés funkcidjat
echokardiografiaval (A) és bal kamrai nyomas-térfogat analizissel (B) vizsgaltuk. A mitralis billenty(nél
pulzatilis Doppler bearamlast hasznaltuk a kamrai toltédés két fazisa aranyanak (E/A)
meghatarozasara. Az izovolumetrias relaxacios id6 meghatarozasara a mitralis gylrinél alkalmazott
szoveti Doppler modszert (reprezentativ egyéni felvételek a felsé sorban) alkalmaztuk. A bal pitvar
teruletét kétdimenzids képekbdl hataroztuk meg apikalis 3 Gregl nézetben (a reprezentativ piktogramok
a szoveti Doppler felvételek alatti sorban lathatdk), és az értékeket a grafikonokon abrazoltuk. A bal
kamrai nyomas-térfogat dsszefiiggések reprezentativ eredeti felvételei a vena cava inferior atmeneti
okkluzidja soran kilénb6zé OM-dézisok mellett a (B) panel felsé soraban lathatok. Nyomas-térfogat
analizissel a kdvetkez6 diasztolés paramétereket kaptuk: a bal kamrai aktiv relaxacié indexei (dP/dtmin
és az izovolumikus relaxacios allandd) és a bal kamrai merevség (végdiasztolés nyomas és a
végdiasztolés nyomas-térfogat 6sszeflggés meredeksége) indexei. A figgetlen megfigyelések szdma
7-14 volt az echokardiografianal és 9 a nyomas-térfogat elemzésnél. A szimbdlumok az atlagot és
S.E.M.-et jelentik. A kezdeti (alap) értékektdl vald szignifikans eltéréseket az OM alkalmazasakor (a
kumulativ dozisok a vizszintes tengelyeken lathatok) csillagokkal jel6ltuk: *P < 0,5; **P < 0,01.
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IV.3.4 Az Omecamtiv mecarbil magas dozisokban hipotenziot valt ki
patkanyban in vivo
Invaziv vérnyomasméréseket végeztink patkanyokon (12. abra). A DMSO (oldészer)

onmagaban a vérnyomas enyhe csdkkenéséhez vezetett, mely az alkalmazas utan 5
percen belll visszatért a normal szintre. Az OM mind a szisztolés (149 £ 6-r6l 49+ 6
Hgmm-re P<0.05), mind a diasztolés (130t4-rél 37 +4-re P<0.05) vérnyomas
ertékeket jelentésen csokkentette 1200 pg/kg kumulativ dézisban. Fontos
megjegyezni, hogy a szer nem volt hatassal a pulzusszamra, fuggetlentl a hipotenzio

kialakulasatol (443 + 18 és 445 + 16 Utés/perc a kezelés elbtt és utan) (12. abra).
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12. abra: Az Omecamtiv mecarbil sulyos hipotenziot valt ki patkanyban. Az oldoszer (dimetil-szulfoxid
[DMSO]) 6nmagaban torténé alkalmazasa és az OM ndvekvd doézisai egy reprezentativ invaziv
vérnyomas-felvételen lathatok a tetején. A szisztolés és diasztolés vérnyomast és pulzusszamot
kozvetlendl a bolus injekcidk elétt és 5 perccel azutan hataroztuk meg, ezeket a vizszintes tengelyen
abrazoltuk. Minden szimbdlum egy egyedi mérést jeldl. A mérések atlaga és S.E.M.-je a grafikonokon
lathatd. A szignifikans (P < 0,05) kildnbségeket a kapcsok jelzik.

IV.3.5 Az Omecamtiv mecarbil tranziens elektromechanikus valtakozast

valt ki patkanyban nagy doézisok mellett in vivo korulmények kozott
Az OM tranziens, periodikus, elektromechanikus valtakozasokat valtott ki. Ezeket a

normal és az alacsony vagy hianyzo kilokédések kozotti oszcillacié jellemezte Utésrél-
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Utésre (13A. abra). Ezt a mintazatot a 30 vizsgalt patkany kozul 23-nal figyeltuk meg.
Valtakozo6 kontraktilis diszfunkcid részleges vagy teljes formaban nyilvanul meg, és a
bal kamra diasztolés tel6dése kulonbozteti meg a két format. A részleges
alternansokat akkor hataroztuk meg, amikor a normal szisztolét részleges toltés
kovette, és ennek kdvetkeztében csdkkent a bal kamra lokettérfogata. A komplett
alternansok esetében gyakorlatilag nem volt bal kamrai toltédés, és ennek
kovetkeztében elégtelen 6sszehuzddas kdvetkezett a normal systole utan (13A. abra).
A nagy dozisu OM (1200 pg/ttkg) beadasa utan a szisztémas vérnyomas in vivo
intraartérias mérése ravilagitott ezen atmeneti idészakok kezdetére. Az alternans
mintazat vagy fokozatosan, parhuzamosan a pulzusszam emelkedésével (13B. abra),
vagy pedig egy extra utéssel indult el (13C. abra). Az artérias vérnyomas valtakozé
emelkedéseként jelentkeztek, hasonléan a pulsus alternans néven ismert klinikai
jellemzbhoz (13D. abra). Ezt a jelenséget nem figyeltik meg alacsonyabb OM-dézisok

esetén.
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13. Abra: Az Omecamtiv mecarbil atmeneti pulsus alternanst idéz el6 patkanyban. Az omecamtiv
mecarbil (OM) nagy doézisai (1200 pg/ttkg kumulativ doézis) tranziens (rovid ideig tartd, visszatérd)
elektromechanikus alternansokat (valtakozd pulzus nélkili elektromos aktivitast) valtottak ki
patkanyban. A jelenség medfigyelhetd volt bal kamrai (LV) nyomas-térfogat analizis (A) és invaziv
vérnyomasmeérés (B-D) soran is. Az elektromechanikus alternanok jellemzd&it és kifejl6dését
reprezentativ kisérletek mutatjak be. A bal kamrai nyomas, térfogat, pulzusszam (HR) és az
elektrokardiogram (EKG) parhuzamos mérésének egyedi, reprezentativ felvétele az (A) panel felsé
részében lathatd. Az (A) panel alsé részében a kiindulasi allapot, részleges és total alternans esetén
abrazoltunk reprezentativ bal kamrai nyomas, térfogat regisztratumokat és P-V hurkokat. Az
alternansok fejlédését reprezentativ felvételek is mutatjak invaziv artérias vérnyomasmeérésekkel (B, C).
Az elektromechanikus alternansok a szivfrekvencia enyhe emelkedése (A, B) vagy extrasystole (C)
hatasara alakultak ki. A kezdettdl fuggetlenil az alternans-t pulzus elektromos aktivitas jellemezte,
amely ismételten megjelent egy normal Gtés utan, amit a parhuzamos nyomasu hulldmforma és az EKG-
felvételek mutatnak az kiindulasi helyzetben, és a kumulativ OM-dé6zis 1200 ug/kg beadasat kdvetéen
(D). Az abran egyedi, reprezentativ felvételeket mutatunk be, amelyeket kifejezetten e funkcid
illusztralasara valasztottunk ki.

o Id(’)"l(s) 1%
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Echokardiografiat (14A-D. abra) és kozvetlen LV P-V méréseket (14E-G.
abra) végeztink a normal és a csodkkent Osszehuzédasok kozotti oszcillacid
jellemzésére. Az Osszehuzodasok oszcillald jellege leginkabb a Poincaré-
diagramokon értékelhet6. A poincarré diagrammokon az echokardiografiabol és a P—
V felvételekbdl szarmazé paraméterek két kulonalld adatpontcsoportjat abrazoltuk
(amelyek a normal és az egymast kovetd frusztralt 6sszehuzddasokat jelentik). A
maximalis LVOT-sebesség Utésrél-ttésre alapon 0,47 + 0,03 mm/s-rél 0,27 + 0,03
mm/s-ra valtozott az egymast kovetd normal és csokkent effektivitasu Utések soran
1200 ug/kg OM dobzis mellett és az egymast kdvetd értékek kodzotti kaldnbségek
nagyobb szorasa tukroz6dott az adatokbdl (0,030 +0,004-t61 0,200+ 0,024 mm/s-ig;
14B. abra). Hasonloképpen, a SET kifejezett valtakozast mutatott OM 1200 ug/kg
kumulativ dozis mellett, 111,9 + 1,8 ms-rol 82,1 + 3,0 ms-ra az egymast kovetd Utések
esetén (14C. abra) és ennek megfelel6en a magasabb dozis mellett az egymast kovet6
ertékek kozotti kilonbség is jelentésebbnek mutatkozott az alaphelyzethez képest
(14C. abra) (2,3 10,2 vs. 29,8+ 2,7 ms). Ezzel szemben a szivciklus hosszaban (R-R
tavolsag) nem figyeltiink meg valtozast 14D. abra).

Ennek a valtakozasnak a funkcionalis jellemzdit kozvetlen P-V felvételekkel
vizsgaltuk tovabb (14E-G. dbra). Az LV végszisztolés nyomasértékei 172 + 2-r61 92 + 6
Hgmm-re csokkentek (14E. abra), és az Utésrél Utésre variabilitds jelentés
valtakozasat figyeltik meg (az Utések kozotti variabilitas 2,0 £ 0,2-r61 13,1 £ 0,6 mm-re
emelkedett) a kumulativ 1200 pg/ttkg OM dézis elérését kovetben. Az LV végszisztolés
volumen (LVESV) szintén alternansz mintdzatot mutatott 1200 pg/ttkg OM-dozis
mellett, amit az egymast kovetd Utések kozotti kulonbségek szemléletesen mutatnak:
183 £ 6 pL a normal Utéseknél és 111+ 5 pL az 1200 pg/ttkg OM dozis mellett (14F.
abra). Ez a tulajdonsag kulondsen szembetliné volt a Poincaré-gorbén, ami az
egymast kovetd értékek kozotti kildonbségek nagyobb diverzitasaval jellemezhetd (-
0,5+0,7 vs. 71 £5 pl baseline és 1200 ug/ttkg OM dozis esetén). A parhuzamosan
készitett EKG-t szintén megvizsgaltuk. Az R-R tavolsag 141 £ 1 ms-rél 137 £ 1 ms-ra
csokkent (P < 0,05) anélkul, hogy az R—R id6tartam valtozott volna: az R—R tavolsag
értéke 137 £ 2 ms volt normal Gtések és 137 £1 ms a csokkent effektivitasu Utések utan
1200 pg/ttkg OM-dozis mellett (14G. abra).
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Csaesi 3 liregli nézet:
PW doppler a mitralis bill. szintjében
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14. abra: Az omecamtiv mecarbil periodikus elektromechanikus alternanszt valtott ki patkanyban in vivo.
Echokardiografiat (A—D) és a bal kamrai nyomas—térfogat 6sszefliggéseket (E—G) rogzitettik az
omecamtiv mecarbil (OM) 1200 pg/ttkg (BW) dozisa altal kivaltott elektromechanikus alternansok
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tovabbi értékelésére. A reprezentativ echokardiografias felvételek az (A) panelen lathatok. Minden
szimbdlum egy egyedi mérést jeldl (12 egymast kovetd szivciklus minden allatban), az atlaggal és a
standard hibaval egyutt a bal oldali grafikonokon. Az itések kézo6tti variabilitas a Poincaré-grafikonokon
lathatd a grafikonok kbézépsd részén, ahol a tényleges Utés értéke a kdvetkezd Utés értékének
fuggvényeként van abrazolva egy egyedi reprezentativ felvételen. A Poincaré ploton az egymast kovetd
értékeket vonalak koétik 6ssze. Az OM kumulativ dézisat a vizszintes tengelyeken markerek vagy a
Poincaré-grafikonon pedig szinkddolt szimbdlumok jelzik. Az egymast kovetd Utésparok kozotti
kildnbséget a jobb oldali grafikonok abrazoljak. Szignifikans kilonbségek (P<0,05) az 5-6
(echokardiografia) és 9 (nyomas-térfogat-elemzés) mérések értékei kdzott a kapcsok jelzik. A bal kamrai
kiaramlasi palya sebességét (B) és a bal kamrai szisztolés ejekcios idejét (C) pulzatilis Dopplerrel
hataroztuk meg az aortabillenty( szintjén, csucsi 3 Uregl nézetben, mig a szivciklus hosszat (D)
parhuzamos elektrokardiografiaval hataroztuk meg. felvétel. Az elektromechanikus alternansok
jellemzéit a bal kamrai nyomas-térfogat 6sszefliggések segitségével is rogzitettik, az echokardiografias
adatokhoz hasonléan &brazolva az adatokat (E-G). A bal kamrai végszisztolés nyomast (E) és a bal
kamrai végdiasztolés térfogatot (F) a bal kamraba helyezett szondaval, mig a szivciklus hosszat (G) a
parhuzamos EKG-felvétel alapjan hataroztuk meg.

Az elektrokardiografias felvételek részletes kiértékelése azt mutatta, hogy az
OM 1200 pg/ttkg dozisa nem volt hatassal a pulzusszamra, a QRS id6tartamara, a
korrigalt QT-intervallumra vagy a T-hullam amplitudojara az alternans nélkali
periodusokban (15A. abra). Azonban T-hullam valtakozas volt megfigyelheté olyan
esetekben, amikor elektromechanikus alternans jelenség allt fent (15B. abra). Ezen
tulmendéen a szivciklus latszolag hosszabbnak tint a hatékony (normalis)
0sszehuzodasok esetén, amit az alacsonyabb pulzusszam jellemez, mint amikor teljes

elektromechanikus alternans jelenség volt (15C. abra).
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15. abra: Az Omecamtiv mecarbil atmeneti T-hullamot alternanszt valt ki patkanyban. Patkanyokon sziv
elektrokardiogramot rogzitettiink az in vivo kisérletekkel parhuzamosan. Az abran egy reprezentativ
kisérletet és emellett 6sszesitett elemzést mutatunk be. A pulzusszamot, a QRS id6tartamat, a korrigalt
QT-intervallumot (QTc; Bazett-formula) és a T-hullam amplitudéjat rogzitettik és abrazoltuk
elektromechanikus alternansok nélkuli periédusokban, valamint 1200 pg/testtémeg-kg omecamtiv
mecarbil (OM) (a) jelenlétében. A szimbdlumok 8 és 9 ismétlés kozotti egyedi értékeket jeldlnek. Az
atlag atlagat és standard hibajat a szérasdiagramok mutatjak. Alternansz nélkuli allapotban nem
talaltunk statisztikai kilonbséget a csoportok kozott. Ezt kdvetben a sziv elektrokardiografias (EKG)
paramétereit értékeltitk azokban az atmeneti id6szakokban, amikor részleges vagy teljes
elektromechanikus alternans jelen volt (b). A reprezentativ nyomas-térfogat hurkok és EKG-felvételek
a bal oldalon lathaték. A jobb oldali grafikonok a T-hullam amplitudoit, a QT-intervallumot és a
pulzusértékeket mutatjidk a normal és az egymast kovetd csokkent effektivitdsu hurkokban. A
szimbolumok a hat biolégiai ismétlésbél meghatarozott egyedi értékeket jeldlik. A szignifikans
eltéréseket a grafikonok jelzik.

IV.3.6. Az Omecamtiv mecarbil megvaltoztatja az intracellularis Ca?*

haztartast kutya szivizomsejtekben in vitro
Az OM elektrofiziologiai hatasait sejtszinten vizsgaltuk izolalt kutya LV kardiomiocitak

felhasznalasaval, mivel ezek adjak a legjobb modellt az ember szamara (16. abra). Az
1 uM OM-val végzett kezelés ndvelte a nem stimulalt sejtek merevségét (reprezentativ
példa a 16A. abran). A nem stimulalt kardiomiocitak hossza 1 uM OM jelenlétében
131+ 14-r6l 112+ 11 ym-re csdkkent (16B. abra). Ez az OM altal kivaltott csdkkent
diasztolés hosszusag az alkalmazas utan nagyjabdl 10 percen belll alakult ki (16C.
abra). Az izolalt LV szivizomsejtek stimulalasa (3 Hz-nél gyorsabb) az in vivo
mérésekhez hasonléan oszcillaciét eredményezett a normal és a csodkkent

osszehluzodasok kozott Utésrol-utésre. A valtakozast akkor tekintettink valdsnak,
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ha=10%-o0s kulonbség volt az egymast kovetéen rogzitett stimulalt sejtrovidulések
kozott. Ez a valtakozas 14 sejtb6l haromban volt jelen 4 Hz-en, és 14-bdl kilencben 5
Hz-en. A valtakozast ezt kovetéen 5 Hz-en vizsgaltuk a sejthossz, valamint az
intracellularis Ca?*-koncentracié és a membranpotencial (AP) valtozasanak
parhuzamos rogzitésével (16D—F. abra). Nem volt kilonbség a kontrakcioban (a
sejthossz rovidllése) az OM kezelés elbtt az egymast kdvetd kontrakciokban (14,20 +
2,09 és 14,16 £ 2,06 um), mig az OM beadasa utan szignifikans kilénbség alakult ki
(16,6 £ 2,0 és 7,6; £ 0,9 um )16D. abra). Ez a valtakozas szembetliiné a Poincaré-
diagramon, jél lathaté az egymast kovetd értékek kodzotti kuldnbség (0,09 £ 0,03-rol
8,97 +£1,9 um-re 1 yM OM jelenlétében; 16D. dbra). Ezzel parhuzamosan a Ca?*-
tranziensek amplitudéja (CaT amplitudd) 0,69 + 0,04-rél 0,41 + 0,08-ra csokkent (16E.
abra) 1 yM OM jelenlétében, ami ismét lathato volt a Poincaré diagramon az egymast
kovetd eértékek kozotti jelentésen megndvekedett kulonbségek formajaban
(0,002 £0,0007-t61 0,28+0,11-ig; 16E. abra). Ezzel dsszhangban a hosszu akcids
potencialok (AP-k, amelyek normalis 6sszehuzddasokat jelentenek) valtakoztak a nem
érintett AP-kel (amelyek a csokkent 6sszehuzédasokat jelentik) (akcidés potencial
id6tartama 90%-o0s repolarizaciénal, az APD90 204 +4 és 189+4 ms kozott
valtakozott 16F. abra.) ami kulondsen szembetlind volt a Poincaré ploton markans

diszperzié formajaban (16F. abra).
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16. abra: Az Omecamtiv mecarbil befolyasolia a Ca?* ciklust izoldlt ép kutya bal kamrai
szivizomsejtekben. A reprezentativ felvételek az (A—C) paneleken lathatdk. A sejthosszakat 10 perces
inkubalas utan értékeltik ki a megadott koncentraciokkal (0-1000 nM; n=9; omecamtiv mecarbil
jelenlétében). Az 1 yM OM kinetikdja a szivizomsejtek diasztolés hosszanak terhelés nélkuli (stimulacioé
nélkal bekovetkez®) csdkkenését valtotta ki, amint az az (A-C) panelen lathaté. A masodik
kisérletsorozatban parhuzamosan mértiik a sejthosszt (optikai mérés; D), az intracellularis Ca?*-
koncentraciot (a FURA-2 fluoreszcencia intenzitasi arany valtozasanak mérése; E) és a
membranpotencialt (mért patch clamp; F) ugyanazon az izolalt kardiomiocitan. A stimulacids frekvencia
5 Hz volt. Az OM-kezelés elétti felvételek ,Base”, mig az ugyanabbdl a sejtbdl OM jelenlétében rogzitett
jelek , 1 uM OM” jelzéssel vannak ellatva. A reprezentativ felvételek a bal oldali grafikonokon lathatok.
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Hat bioldgiai ismétlést rogzitettink minden paraméterre, majd ezeket értékeltik. Minden szimbdlum
egyetlen mérést jeldl egy egyedi sejten. Az atlagot vizszintes vonalak jeldlik, a hibasavok pedig az atlag
standard hibajat. Az egymast kovetd értékek valtozasainak megjelenitéséhez Poincaré-diagramokat
allitottunk 6ssze 30 egymast kovetd ciklusbol. Ezeken a diagramokon a paros ciklusok (2n)
paraméterértékei a kdvetkez6 paratlan ciklus (2n + 1) értékének fliggvényében vannak abrazolva. Végul
a jobb oldali grafikonokon minden szimbdlum egy egyedi sejt atlagos valtozékonysagat jelenti. A
csoportok kozotti szignifikans kiilonbségeket (P < 0,05) a kapcsok mutatjak.
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V. Megbeszélés

Kisérleteink soran a cerebrovaszkularis 6regedés két aspektusat vizsgaltuk meg és
vizsgalatainkra tdmaszkodva tobb kdvetkeztetést is levonhatunk. Egyrészt az IGF-1
hianya negativan latszik befolyasolni a magas vérnyomas okozta adaptiv media
hipertréfiat és a szabalyozott extracellularis matrix (ECM) remodellinget, csdkkenti az
elasztintartalmat és gyengiti az ECM-hez kapcsolédd génexpresszido adaptiv
valtozasait egérmodellben. Ezek alapjan ugy tinik, hogy a keringd IGF-1 kritikus
szerepet jatszik az agyi artériak szerkezeti integritdsanak fenntartasaban hypertenziv
és normotenziv allapotban egyarant. Ismert, hogy az IGF-1 szintje csokken az
életkorral, ami kihathat a vaszkularis simaizom sejtek (VSMC) fenotipus valtozasara
és az artérias fal adaptiv atépulésére, igy idés korban hozzajarulhat az intracerebralis
mikrovérzésekhez és a kdvetkezményes kognitiv karosodasokhoz (Sonntag et al.,
2013; Tarantini, Valcarcel-Ares, et al.,, 2017). Masrészt kisérleteink altal elséként
bizonyitottuk, hogy nem csak az artérias rendszer patologias elvaltozasai jarulhatnak
hozza a kognitiv funkcié romlasahoz, hanem a vénas rendszer hibas mikodése is oki
szereppel birhat. Kisérleteink alapjan az agyi vénas pangas dnmagaban a vér-agy gat
karositasan keresztil neuroinflammaciohoz és  kdvetkezményes  kognitiv
diszfunkcidhoz vezethet.

Az életkor el6rehaladtaval az agyi artériakban a fal/lumen arany és az erek
rugalmassaga csokken, mig a fal keruleti feszlltsége nd, ami az agyi artériak stress-
strain gorbéjének a balra torténé eltolédasaval jar (Diaz-Otero et al., 2016).
Tudomasunk szerint az altalunk publikalt anyag az els6 olyan tanulmany, amely
kimutatta, hogy az IGF-1 hiany 6nmagaban oregedésszer( valtozasokat okoz az agyi
IGF-1 szint csOkkenését az aorta falfeszllésével és elmerevedésével hoztak
Osszefliggésbe emberekben (Hopkins et al.,, 1993), illetve az aortafal
rugalmassaganak a csokkenése szintén kimutathaté volt IGF-1 hianyos egerekben
(Reddy et al., 2014).

Korabbi tanulmanyokkal (Baumbach & Heistad, 1989) 6sszhangban azt talaltuk,
hogy a magas vérnyomas kontroll egerekben adaptiv hipertrofias atalakulast indukal
az agyi artériakban, a bels6 atmérd csokkenésével, valamint a média hipertrofigjaval
és az ECM komponensek expresszidjanak megvaltozasaval. Az emberekben a magas

vérnyomas gyakran hipertéfias atépulést is eredményez, az agyi erek media/lumen
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aranyanak novekedésével (Rizzoni et al., 2009). A médiahipertréfia és az ECM-
remodelling olyan adaptiv folyamatok, amelyek csdkkentik a falfeszllést, védik az érfal
integritdsat magas vérnyomasban. Ezen tulmenbéen a fent emlitett szerkezeti
valtozasok a szegmentalis hidrodinamikai ellenallas novelésével védo hatast fejtenek
ki a disztalis agyi mikroerekre is, megakadalyozva a nagy nyomas behatolasat ezen
sérulékeny kiserekbe. Az adaptiv atalakulasok balra eltolédast eredményeznek a
hipertdnias kontroll egerek agyi artériainak stress-strain viszonyaban, hasonldéan a
spontan hipertonias patkanyok ereihez (lzzard et al., 2003; Izzard et al., 2006). Az
esszenciadlis hipertoniaban szenvedd betegek agyi artéridiban a stress-strain gorbe
szintén balra tolddik (Rizzoni et al., 2009). Ez az eltolédas az érfal elmerevedésére
utal ezen kérallapotokban. Tobb adat utal arra is, hogy az agyi artériaknak nem csak
strukturalis, hanem funkcionalis adaptacidja is megjelenik a magas vérnyomas
hatasara (Toth et al., 2013). Kuldndsen magas veérnyomas esetén fokozodik az agyi
artériak miogén tonusa, és kibévll az agyi keringési autoregulacié tartomanya, ami
hozzajarul az agyi mikrocirkulaci6 magas nyomastol valé védelméhez (Toth et al.,
2013). Tobb bizonyiték is van arra, hogy az 6regedés rontja az agyi artériak strukturalis
és funkcionalis alkalmazkodasat a magas vérnyomashoz. Az éregedés a vaszkularis
rugalmassag ellen hat azaltal, hogy negativan befolyasolja mind a média hipertrofigjat,
mind az ECM-remodellinget (Toth et al., 2013). A rendelkezésre all6é bizonyitékok azt
sugalljak, hogy az éregedés az érfali rugalmassag elvesztését eredményezi részban
a csokkent elasztin lerakddas és/vagy az matrix metalloproteinazok fokozott
expresszioja/aktivitdsa kovetkeztében fellépd fokozott elasztin fragmentacié miatt
(Duca et al., 2016; Toth et al., 2015). Az dregedés ezen felll nem csak a strukturalis
hanem egyben a funkcionalis kapacitast is karosithatja, azaz az agy autoregulacios
védelmét is rontja, sulyosbitva a magas vérnyomas okozta potencialis agyi érrendszeri
karosodast (Toth et al., 2015; Toth et al., 2013). Feltételezték, hogy a fent emlitett
Oregedés altal kivaltott strukturalis és funkcionalis cerebrovaszkularis valtozasok
el6segitik a mikrovérzések keletkezését hipertdnias idésebb egyénekben (Ungvari et
al., 2017). Szamos bizonyiték tamasztja ala azt az elképzelést, hogy az agyi artériak
szerkezeti és funkcionalis adaptacidéja a magas vérnyomashoz karosodott IGF-1-
hianyos egerekben, ami az Oregedés fenotipusat utanozza. El6szor is, jelenlegi
eredményeink azt mutatjak, hogy az IGF-1 hianyos egerekben az agyi artériak
morfologidjaban és vaszkularis mechanikgjaban a magas vérnyomas okozta adaptiv

valtozasok karosodnak. Masodszor, a korabbi tanulmanyok azt mutatjak, hogy a
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hipertonia altal kivaltott hipertréfias atépulés a penetralé arterioldkban IGF-1-hiany
esetén karosodik (Tarantini, Valcarcel-Ares, et al., 2017). Harmadszor, eredményeink
azt mutatjak, hogy az IGF-1 hiany karosan befolyasolja a vaszkularis elasztintartalom
adaptiv valtozasait és az ECM-komponensek expresszidjat, valamint az ECM-
Osszeallitast, térhaldsodast és atépullést szabalyozo tényezbket. Negyedszer, korabbi
tanulmanyok azt mutatjdk, hogy a hipertonias |IGF-1-hidnyos egerekben az
autoregulacié elégtelen, és az arteria cerebri mediak ezen allatokbdl karosodott
miogén ténussal rendelkeznek (Toth et al., 2014). Ezen felll ismert, hogy vaszkularis
simaizomréteg és az ECM adaptiv valtozasai kulcsszerepet jatszanak az artérias fal
ellenallé képességének megdrzésében, a sérulések és az artérias fal szakadasanak
megel6zésében. Eredményeink fontos transzlacios jelentéséggel birhatnak szamos
olyan betegség patogenezisében, amelyek veszélyeztetik az artérias fal integritasat.
llyen példaul az intracerebralis vérzések (ICH) kialakulasa is, mely azért is fontos, mert
annak ellenére, hogy az ischaemias stroke megel6zésében jelentbs elbrelépés tortént
egyes adatok szerint az ICH-k el6fordulasa nem csdkkent az elmult évtizedekben (van
Asch et al., 2010). Bar egyes adatok szerint a magas vérnyomas megfeleld
kezelésével elérhetd csokkenés (Hong et al.,2013). Ezzel parhuzamosan az egyre
fejlddd képalkotd modszerekkel intracerebralis mirkovérzéseket is ki tudunk mar
mutatni, melyek egyes kutatadsok szerint az id6s populacido kbézel 50%-aban
el6fordulhatnak és hozzajarulhatnak a kognitiv diszfunkcié kialakulasahoz (Ungvari et
al., 2017). Tovabba IGF-1 hiany esetén az aorta merevsége, elmerevedése is noveli a
pulzusnyomast és a patolégias artérias atépulést, ami az agyi autoregulacio
hatékonysaganak csokkenéséhez vezethet. Ennek soran a magas pulzalé nyomas
elérheti az agyi artérias arborizacié sérulékeny disztalis részeit. A fokozott
nyomasvaltozasok pedig eldsegithetik a kis méretld ICH-k kialakulasat (Kato et al.,
2002; Smeda, 1992; Toth et al., 2014), melyek hozzajarulhatnak a kognitiv diszfunkcio
kialakulasahoz (Akoudad et al., 2016).

A jugularis vénas nyomasemelkedés hatasait tekintve tudomasunk szerint ez
az elsé olyan tanulmany, amely bemutatja, hogy a bilateralis jugularis véna elzarédasa
altal kivaltott izolalt agyi vénas pangas egerek kognitiv hanyatlasaval jar. A
megndvekedett vénas nyomas kritikus szerepét az emberi neuronalis diszfunkcio
kialakulasaban. Ezt alatamasztjak azok az eredmények, amelyek szerint az
elérehaladott szivelégtelenségben szenvedd betegek (Dinc et al., 2019; Morparia et

al., 2012; Racine et al., 2008; Randall et al., 2015) gyakran (jollehet potencialisan
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reverzibilis) kognitiv karosodast mutatnak. Ebbdl a szempontbdl érdekes, hogy egy
transzgenikus egérmodellben a lassan kialakul6 izolalt szivelégtelenség a bal kamrai
diasztolés diszfunkcié korai szakaszaban (megdrzétt ejekcids frakcioval) mar kognitiv
karosodassal tarsul (Adamski et al., 2018). Az arteriovenosus anasztomozis altal
okozott agyi vénas pangas ragcsaldémodelljei szintén kognitiv karosodast mutatnak,
(Hai et al., 2009; Zhang et al., 2019). Ezenkivil az idés betegekben gyakran kialakul
a jugularis vénas reflux, ami a jugularis véna bels6é aramlasanak stagnalasahoz vagy
megfordulasahoz vezet, el6segitve a megndvekedett centralis vénas nyomas atvitelét
az agyi vénas keringésbe. A jugularis vénas reflux megel6zésében kritikus jelentéseg
a jugularis vénabillentyl (Lepori et al.,, 1999), amely idéseknél gyakran csak
részlegesen latja el funkciojat (Inano et al., 2010; Uchino et al., 2007). Ez el6segiti az
agyi vénas nyomasfokozodas kialakulasat (pl. tartés Valsalva mandver soran (Ungvari,
Yabluchanskiy, et al., 2018)). Fontos, hogy a nyaki billentyl inkompetencia el6fordulasi
gyakorisaga elérheti a ~ 30-90%-ot az altagpopulaciéban (Valecchi et al., 2010). Azok
a mechanizmusok, amelyek révén az agyi vénas pangas/megnovekedett agyi vénas
nyomas el6segiti a kognitiv karosodast, valdszinlleg sokrétliek. Vizsgalataink
kozvetlen bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az agyi vénas pangas elGseqiti a vér-
agy gat (BBB) karosodasat, ami jelentés neuroinflammacioval (mikroglia-aktivacio,
valamint a gyulladast el6segitd citokinek és kemokinek lokalis koncentracidjanak a
novekedése) tarsul. A vénas pangas jelei (megnagyobbodott pitvarok) a
szivelégtelenség transzgénikus egérmodelljében is 0sszefuggésbe hozhaték a BBB
karosodasaval (Adamski et al., 2018). A vénas obstrukciohoz kapcsolodé BBB-zavar
mechanizmusai valdszinlleg a vékony falu venuldk és kapillarisok mechanikai
karosodasat foglaljak magukban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a JVL-ben
szenvedd egerekben lathaté sérult BBB révén a plazma 6sszetevdi (koztik az IgG)
bejutnak az agyba. A plazmabdl szarmazé faktorok tdbbféle mechanizmussal is
befolyasolhatjdk az idegsejtek mikodését (Zlokovic, 2008), beleértve a
neuroinflammacié kivaltasat (Bruce-Keller et al., 2010; Tucsek et al.,, 2014). A
plazmaeredetl 1gG kulondsen erés stimulusa a mikroglia aktivacionak az 1gG Fcy
receptorok aktivalasan keresztul (Tucsek et al., 2014). Egyéb plazmadsszetevék is
hozzajarulhatnak a mikroglia aktivalasahoz a BBB karosodasa esetén, tobbek kozott
a trombin, a fibrinogén és a gyulladasos citokinek (Carreno-Muller et al., 2003; Davalos
et al., 2012). Kisérleteink altal bizonyitékot szolgaltatunk arra vonatkozoan, hogy agyi

vénas pangasban szenvedd egerekben a BBB karosodasa, és ezaltal az I1gG és
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valészinlileg ~mas  plazmadsszetevbk  fokozott  extravazacidja  fokozott
neuroinflammacios valaszreakciéval jar (Adamski et al., 2018), amint azt az aktivalt
mikrogliak megndvekedett szama is mutatja. A proinflammatoérikus citokinek,
kemokinek, proteazok és az aktivalt mikrogliakbdl szarmazd reaktiv oxigéngyokok
neuronalis diszfunkcidohoz vezetnek (Gao et al., 2003; Kaneko et al., 2012). Fontos,
hogy kisérleteink alapjan, az agyi vénas pangasnak a vér-agy gat integritasara és a
gyulladasos folyamatokra gyakorolt karos hatasait sulyosbitja a magas vérnyomas.
Ennek a megfigyelésnek fontos klinikai jelentésége van. A szivelégtelenségben
szenvedd betegek nagy szazalékanak a kortorténetében szerepel hipertonia, és ezek
a betegek tendencidzusan rosszabbul teljesitenek a kognitiv tesztekben, mint azok,
akiknek nincs magas vernyomasa (Alosco et al., 2012). Tovabbi mechanizmusok,
amelyek révén a megnovekedett agyi vénas nyomas el6segitheti a kognitiv hanyatlast,
az egyrészt az agyi véraramlas csokkenése masrészt a mikrovérzések megjelenése
(Ungvari, Yabluchanskiy, et al., 2018) végul pedig a megvaltozott liquor keringés
(Fulop et al., 2019). A szivelégtelenségben szenvedd betegeknél gyakran
diagnosztizalnak radiologiai vizsgalatok soran fehérallomany-hiperintenzitast is
(Alosco et al., 2013), ami szintén Osszefuggésbe hozhatdé a kognitiv diszfunkcioval
(Alosco et al.,, 2015). A szoveti ischaemia mellett (Makedonov et al., 2013) a
megnovekedett agyi vénas nyomast okozati Osszefliggésbe hoztdk a ezen
fehérallomany karosodasok patogenezisével (Fulop et al., 2019; Moody et al., 1995) .
Jelen kisérleteink alapjan az OM két, korabban eddig fel nem ismert sajatossagardl
szamoltunk be, amelyek atfednek a pozitiv inotrop hatasaval. Az egyik a diasztolés
funkciot sulyosan karosité hatas. A masik pedig egy periodikus elektromechanikus
alternacio (magasabb OM-ddzisoknal), amelyben a normal Utések valtakoznak
csokkent effektivitasu szivizom 0sszehuzddasokkal Utésrél-utésre. A jelenség hasonld
a pulsus alternans-hoz. A kdzelmultban végzett klinikai vizsgalatok soran az OM-t
farmakokinetikai titralassal tesztelték, ami soran 318 £129 ng/ml plazmakoncentraciot
ertek el (0,79 uM) (Teerlink, Felker, McMurray, Solomon, et al., 2016). Az egyik
legfrissebb vizsgalatban pedig az OM beadott napi dozisat megnodvelték azoknal a
betegeknél, akiknek OM plazmakoncentracidja 300 ng/ml (0,75 puM) alatt volt, de
csOkkentették (felezték) azoknal a betegeknél akiknél 1000 ng/ml (2,49 uM) folé
emelkedett (Teerlink et al., 2021). Megjegyzendd, hogy az 1200 ng/ml feletti dézisok
(ezek korulbelil haromszor magasabbak, mint az altalunk elvégzett in vitro

kisérleteinkben) korabban a szisztole tulzott megnyulasahoz vezettek. Ez korlatozta a
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koszoruér véraramlasat a diasztolé alatt, és ilyen médon szivizom ischaemiat okozott
egyes esetekben (Greenberg et al., 2015). A kisérleteinkben alkalmazott maximalis
intravénasan beadott OM dézis a klinikai alkalmazasoknak megfelelt (1000 ug/ttkg
kezdeti dozis az els6 éraban) (Cleland et al., 2011). In vitro kisérleteinkben a sejtszintl
hatasokat 401 ng/mL (1 uM) OM-koncentracié mellett vizsgaltuk, ami atfedésben van
a gyogyszer korabban publikalt hatékony klinikai szérumkoncentracidival (Cleland et
al., 2011; Greenberg et al., 2015; Teerlink et al., 2011; Teerlink et al., 2021; Teerlink,
Felker, McMurray, Solomon, et al., 2016; Teerlink, Felker, McMurray, Ponikowski, et
al., 2016). Jelen kisérletek soran megerésitettik korabbi allatmodellben szerzett
eredményeinket (Nagy et al., 2015) miszerint az OM-et terapias doézisban alkalmazva
igen robosztus Ca?*-szenzitizacios hatast lehet elérni human szivizomsejteken is.
Sejtszinten ez a hatas lelassult kontrakciés és relaxaciés kinetikaval, valamint
jelentésen megnovekedett passziv merevséggel tarsult. In vivo eredményeinket
tekintve, az OM pozitiv hatasai a patkany szisztolés funkciojara (amint azt a szisztolés
ejekcios id6, EF, ESPVRq és PRSW valtozasai jelzik) 600 pg/ttkg doézisnal
jelentkeztek. Erdekes médon néhany diasztolés paramétert (E:A, IVRT és Tw) mar az
OM legalacsonyabb dozisa is negativan befolyasolt (200 pg/kg). Fontos megjegyezni,
hogy az EF (szivelégtelenség egyik f6 diagnosztikus paramétere) javulasat a stroke
volumen jelentds novekedése nélkul figyeltik meg. Ez felveti a kérdést, hogy
onmagaban az EF javulasat kedvez6 eredménynek kell-e tekinteni az OM-el végzett
szivelégtelenség-vizsgalatok soran. Jelen kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a javulo
EF f6 tényez6je a bal kamra diasztolés térfogatdnak csOkkenése volt, ami nem
eredményezett jelentds javulast az LV szisztolés funkciojaban, de parhuzamosan
jelentés diasztolés diszfunkcidval jart.

A sejtszint(i kontraktilitas, Ca?* tranziens és akcios potencial méréseket izolalt
kutya LV kardiomiocitakon végeztik. Ezeket azért valasztottuk, mert elektrofiziologiai
tulajdonsagaik nagyon hasonlitanak az emberéhez (Szabo et al., 2005; Szentadrassy
et al., 2005). Az OM-kezelés pozitiv inotropiat és diasztolés diszfunkciot
eredményezett izolalt kutya szivizomsejtekben, hasonléan az in vivo kisérletek
eredményihez. Erdekes, hogy OM jelenlétében, mar passziv (diasztolés) kérilmények
kozott is megrovidultek ezek a sejtek. Ez 6sszeegyeztethetd azzal a megallapitassal,
hogy az OM latszolag Ca?*fliggetlen moddon novelte a permeabilizalt emberi
szivizomsejtek passziv merevségét, valamint lelassitotta a kontrakcié utani relaxaciot.

Adataink arra utalnak, hogy a fokozott Ca?*-érzékenység mértéke szélséséges lehet:
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mind a diasztolés megrovidulés, mind a szivizomsejtek passziv merevségének
novekedése nagyon alacsony (diasztolés) Ca?*-koncentracional jelentkezett.
Felvetették mar korabban is, hogy az OM diasztolés diszfunkcidohoz vezethet (Mamidi
et al., 2017; Swenson et al.,, 2017), amely lehetéséggel a gyogyszer fejlesztdi
foglalkoztak COSMIC-HF vizsgalatban is, egy a post hoc analizis erejéig. Ennek soran
azt talaltak, hogy az OM mellett az IVRT ndvekszik az E:A arany és az E hullam
valtozasa nélkul, ennek megfeleléen ugy diszkutaltak az adatokat, hogy érdemi
diasztolés diszfunkciot okoz6é hatas nem valdszinisitheté (absztrakt RF299,
bemutatva az American Heart Association Scientific Sessions konferencian 2019.
november 16-18-an, Philadelphia, PA). A bal pitvar atméréjének értékeit, illetve a
pulsus alternans és a T-hullam alternans lehetséges el6fordulasat nem emlitették a
klinikai vizsgalatokban. A szisztolés ejekcids id6 ndvekedése is magyarazhaté a Ca?*-
érzékenység robosztus novekedésével: vagyis az alacsony citoplazmatikus Ca?*
koncentracié elegendd a kontrakcio elinditdsahoz és fenntartasahoz. Ugyanakkor azt
is kimutattuk, hogy az erégeneralas és a relaxacio sebessége jelentésen csokken
olyan koriilmények kozott, amikor a Ca?* koncentracio elérte az egyensulyi allapotot a
permeabilizalt human kardiomiocitakban, ami arra utal, hogy az OM korabban nem
azonositott hatast gyakorol az aktin-miozin komplex Ca?* szabalyozasara. Ugy tlnik,
hogy a Ca?*-fligg6 aktivacio és disszociacioé is sokkal lassabb OM jelenlétében. Az OM
a szivizomsejtek nyugalmi merevségét is ndvelte. Ez magyarazhaté (1) az aktiv
0sszehuzodas Ca?*-fliggetlen beindulasaval vagy (2) azzal, hogy az OM a miozin kivl
egyéb kontraktilis fehérjékkel is kdzvetlen kdlcsdnhatasba Iép. Ezek a cellularis adatok
egy alternativ mechanizmust feltételeznek az LV-atmérd csokkenésének hatterében:
ez a diasztolés Ca?*-koncentracional fellépé kontrakcié a jelentés Ca?*-
szenzitizacionak az eredménye, hasonléan az EMD 57,033 Ca?*-érzékenyitd szer altal
kivaltott hatasokhoz (Wang et al., 2017). Emellett megerésitettik, hogy az OM
alacsony koncentracioban nem befolyasolja az intracellularis Ca?*-tranzienseket.
Ezzel szemben az OM magasabb koncentracioknal befolyasolta az APD és a T-hullam
morfologiajat. Ez utdbbi, korabban nem azonositott tulajdonsag a (1) ryanodin receptor
(RyR) megvaltozott miikodésével és (2) a Ca?* troponin komplexrél torténd lelassult
dozis- és latszdlag pulzusfuggd, tranziens, elektromechanikus alternaciot valtott ki
patkanyban, amely a pulsus alternanszhoz hasonlé. Ez 30 patkanybdl 23-ban volt jelen

magas OM dodzisnal (1200 ug/kg). Tébbnyire enyhén emelkedett szivfrekvencianal
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vagy magasabb stimulacios gyakorisagu periddusokban fordult el6 izolalt kutya LV
szivizomsejtekben (14 sejtbdl kilenc esetében 5 Hz-es stimulacios frekvencian), ami
arra utal, hogy ez a tulajdonsag szivfrekvencia-fuggd lehet. Az alternansz jelenség
soran egy mechanikailag normalis de megnyult szisztolét kovet egy csokkent
effektivitasu szisztolé, melynek egyik oka feltehetéen az, hogy a megnyult szisztole
miatt nem volt elegendd id6 a diasztolés telédéshez. Megvizsgalva az EKG-t, a
csokkent effektivitasu O0sszehuzédas nem jar a QRS morfologia, vagy a QT-id6
valtozasaval, azonban a T-hullamok Utésrél Utésre valtakoznak az alternansz jelenség
soran. Szivelégtelenségben szenvedd betegeknél tobbnyire a betegség
progressziojaval parhuzamosan irtak le a T-hullam alternanst. Kutatasi adatok alapjan
feltételezik, hogy a T-hullam alternans megjelenése fokozhatja az életveszélyes
aritmiak kialakulasanak valoszinliségét (Sipido, 2004). Diaz és mtsai. azt javasoltak,
hogy a RyR nyitasi valoszinliségének valtozasa a felel6s a T-hullam alternansaeért
(Diaz et al., 2002), ez a nézet 6sszhangban van Nanasi és mtsai altal talaltakkal, aki
leirtak, hogy az OM megvaltoztatja a RyR nyitasi valészinliségét (Nanasi et al., 2017).
A T-hullam alternanszok mellett az OM altal kivaltott robosztus Ca?*-érzékenyitd hatas
is novelheti a kamrai aritmiak valdszinliségét. Baudenbacher és mtsai. (Baudenbacher
et al., 2008) azt talaltak, hogy a troponin T (TnT) és troponin | gének bizonyos mutacioi
Ca?*-érzékenyités révén szubsztratot hozhatnak létre a kamrai aritmidkhoz. Az
aritmidkat az EMD 57,033 Ca?*-érzékenyité szerrel tudtak indukalni, mig a
blebbistatinnal (miofilamentum Ca?*-deszenzibilizator) meg tudtdk akadalyozni.
Ugyanezek a szerzdk azt is felvetették, hogy a Ca?*-szenzitizacidé Ca?*-tranziens
alternanszon keresztul valthat ki kamrai aritmidkat. Kisérleteink soran mi is leirtunk OM
altal kivaltott Ca?*-tranziens alternanszt. Ezenkiviil a TnT mutaciok kbzevkeztében azt
is kimutattdk, hogy a Ca?'-szenzibilizaci6 valtozasa az AP jellemz&inek
megvaltozasahoz vezethet (Wang et al., 2017). Ezzel 6sszhangban mi is valtozasokat
talaltunk az AP karakterisztikdban az OM kezelés hatasara, példaul az AP hosszanak
valtakozé mintazatat. Ezen tulmenden, tobb kutatocsoport targyalta a Ca?*-
alternanszok potencialis szerepét a miocitak ingerlékenységének és refrakteritasanak
megndvekedett diszperzidjaban, ami altal ezen sejtek szubsztratként szolgalhatnak a
re-entry mechanizmusokhoz és ezaltal a kamrai aritmiakhoz (Landstrom et al., 2017,
Sato et al., 2006; Weiss et al., 2015). Patkanyokon végzett in vivo kisérleteink
dozisfuggben sulyos vérnyomascsokkenéshez vezettek, amely a sulyos diasztolés

diszfunkcioé és/vagy alternans kdvetkezménye lehet. A GALACTIC-HF vizsgalatban
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(Teerlink et al., 2021) csokkent bal kamrai ejekcios frakciéju szivelégtelenségben
szenvedd betegek oralis OM-kezelése csak mérsékelt klinikai elényt mutatott annak
ellenére, hogy jol dokumentalt pozitiv hatasai voltak a szisztolés funkciéra (Cleland et
al.,, 2011; Teerlink et al., 2021; Teerlink, Felker, McMurray, Solomon, et al., 2016).
Jelen adataink, amelyek arra utalnak, hogy a szisztolés funkcié javulasat
ellensulyozhatjak vagy tompithatjak az OM altal kivaltott negativ hatasok a diasztolés
funkciora, magyarazatot adhatnak ezekre a Kklinikai tapasztalatokra. Sajnos a
GALACTIC-HF vizsgalati adatok nem teszik lehetévé a diasztolés funkcié részletes
ertékelését (Teerlink et al., 2021). Ezért tovabbi klinikai vizsgalatokra van szikség a
diasztolés funkcid hipotetikus valtozasainak észlelésére az OM beadasa utan.
Kllénosen azt javasoljuk, hogy olyan echocardiografias mutatokat, mint az IVRT, a bal
pitvari méret és a Tei index vegyenek figyelembe a jovdbeni betegkivalasztas és a
személyre szabott OM-kezelések soran. Fontos hangsulyozni, hogy a Klinikai
gyakorlatban az OM szigoru és rendszeres plazmakoncentracidinak kontrollja soran
nem szamoltak be elektromechanikus valtakozasok vagy az életveszélyes aritmiak
szamanak novekedésérél. Ennek ellenére ugy tinik, hogy az OM csak azoknal a
betegeknél hatasos, akiknél nincs pitvarfibrillacio vagy pitvarlebegés, ami
kdlcsdnhatasra utal az aritmiak mechanizmusa és az OM-kezelések klinikai
hatékonysaga kozott.

Az OM hatasaival kapcsolatos kisérleteink limitacioi kozott ki kell emelnink
azt, hogy az in vivo kisérleteket patkanyokon, mig az in vitro kisérleteket izolalt kutya
és human szivizomsejteken végeztiik. Ovatosan érdemes eljarni, amikor ezen kisérleti
adatokat extrapolaljuk human eredményekre. Azt is meg kell jegyezni, hogy az dsszes

kisérletet egészséges allatokon végeztuk.
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VI. Osszefoglalas

VI.1. Osszefoglalas
Az oOregedéssel szamos betegség prevalencidja novekedést mutat. Ezek kdzul

kiemelend6 a demencia és a szivelégtelenség, mely két betegség 0sszesen tobb, mint
100 millié embert érint napjainkban. A demencia esetében, az intenziv kutatasok
ellenére, igen limitalt eredményeket sikerllt elérni mind a megel6zés, mind pedig a
progresszio lassitasanak a teruletén. Ezzel szemben a szivelégtelenség terapidja
robbanas-szerien fejl6dott az elmult évtizedekben, azonban a 10 éves tulélés még igy
is 40% alatt van (Arvanitakis & Bennett, 2019; Groenewegen et al., 2020). Mind a két
esetben a patofiziologia és a potencialis terapiak hatasanak a megértése vihet minket
kdzelebb a hatékony terapiakhoz.

Munkank soran célunk volt egyrészt a kognitiv diszfunkcio patofiziologiajanak
pontosabb megértése. Ennek érdekében a két olyan teruletet vizsgaltunk meg, mely a
kutatasokban alulreprezentalt: az adaptiv vaszkularis remodelling valtozasait
Oregedésben, illetve az agyi vénas nyomasfokozdédas szerepét. Masrészt célul tliztuk
ki a csokkent ejekcids frakcioval jaré szivelégtelenség kezelésére fejlesztett direkt
miozin aktivator Omecamtiv Mecarbil in vivo és in vitro hatasainak pontosabb
megeértéseét.

A Kkisérleteink sordn szamos in vivo és in vitro mddszert alkalmazva tobb
megallapitast is tettink. Egyrészt megallapitottuk, hogy az oregedéssel megjelend
IGF-1 hiany az agyi artériakban a magas vernyomasra adott adaptiv valaszok
karosodasat okozza. Ezen hatas hozzajarulhat az artérias nyomashullam mélyebb
penetraciéjahoz, fokozza az erek sérulékenységét, mely kutatdcsoportunk tovabbi
kézleményei alapjan mikrovérzések kialakulasahoz, lokalis neuroinflammaciéohoz és
kovetkezményes kognitiv diszfunkciéhoz vezethet. Masrészt megallapitottuk, hogy az
agyi vénas nyomasfokozodas egérmodellben a vér-agy gat karosodasat okozza, ami
génexpresszios szinten is igazolt neuroinflammacidéhoz és kdvetkezményes kognitiv
karosodashoz vezet.

Végul pedig igazoltuk, hogy a direkt miozin aktivator Omecamtiv Mecarbil
dozisfuggd modon diasztolés diszfunkcidhoz és tranziens elektromechanikus
alternansz kialakulasahoz vezethet. Ezen hatasokat in vivo és in vitro mérésekkel is
igazolni tudtuk patkanymodellen, valamint human és kutya szivizomsejteken, is.

Tovabba igazoltuk, hogy a tranziens elektromechanikus alternansz T-hullam
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alternanszal is jar, mely irodalmi adatok alapjan kamrai arrythmiak kialakulasahoz
vezethet. Mindezen eredmények negativ fényt vethetnek az OM pozitiv inotrép
hatasara.

Kutatasi eredményeink alapjan kdzelebb kerulhetink ahhoz, hogy a demencia
kezeléséhez uj tamadaspontokat talaljunk, illetve ahhoz, hogy az Omecamtiv Mecarbil
hatasmechanizmusanak megértése altal meg tudjuk elézni a potencialisan fatalis

mellékhatasok kialakulasat a szer alkalmazasakor.

V1.2. Summary
The prevalence of many diseases increases with ageing. These include dementia and

heart failure, two diseases that together affect more than 100 million people today. In
the case of dementia, despite intensive research, very limited progress has been
achieved in terms of both prevention and slowing down the progression. In contrast,
therapies for heart failure have made explosive progress in recent decades, but 10-
year survival is still below 40% (Arvanitakis & Bennett, 2019; Groenewegen et al.,
2020). In both cases, understanding the pathophysiology and the impact of potential
therapies can bring us closer to effective treatments.

In our work, we aimed to better understand the pathophysiology of cognitive
dysfunction. To this end, we investigated two areas that are underrepresented in
research: changes in adaptive vascular remodelling in ageing and the role of cerebral
venous pressure enhancement. On the other hand, we aimed to better understand the
in vivo and in vitro effects of the direct myosin activator Omecamtiv Mecarbil,
developed for the treatment of heart failure with reduced ejection fraction.

We have made several findings using a variety of in vivo and in vitro methods
in our experiments. First, we found that IGF-1 deficiency with aging causes impaired
adaptive responses to hypertension in cerebral arteries. This effect may contribute to
a deeper penetration of the arterial pressure wave, increasing the vulnerability of blood
vessels, which, according to further publications of our research group, may lead to
the development of microbleeds, local neuroinflammation and consequent cognitive
dysfunction. On the other hand, we found that cerebral venous pressure enhancement
in a mouse model causes damage to the blood-brain barrier, leading to
neuroinflammation and consequent cognitive impairment, which has been

demonstrated at gene expression level.

74



Finally, we demonstrate that the direct myosin activator Omecamtiv Mecarbil
can lead to diastolic dysfunction and transient electromechanical alternans in a dose-
dependent manner. These effects were demonstrated in vivo and in vitro in rat models
as well as in human and canine cardiac myocytes. Furthermore, we have
demonstrated that transient electromechanical alternans is associated with T-wave
alternans, which, based on literature data, may lead to the development of ventricular
arrhythmias. All these results may cast a negative light on the positive inotropic effect
of OM.

Our research results may bring us closer to finding new targets for the treatment
of dementia and to preventing potentially fatal side effects from occurring when using

Omecamtiv Mecarbil by understanding its mechanism of action.
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