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Roviditések jegyzéke

ACEi — angiotenzin-konvert4z enzim inhibitor

ARB — angiotenzin receptor blokkolo

ATI — 1-es tipusu angiotenzin receptor

ATI — angiotenzin |

ATII — angiotenzin II

ADP — adenozin-difoszfat

ATP — adenozin-trifoszfat

BK — bal kamra

BKEF — bal kamrai ejekcios frakcid

CO — perctérfogat

Cv — kardiovaszkularis

DecT — deceleracios 1d6

EF — ejekcids frakcid

EDV — végdiasztolés térfogat

EKG — elektrokardiografia

EMD —EMD 53998

ESC — Eurodpai Kardiologus Tarsasag

ESV — végszisztolés térfogat

FSL — frakcionalt szarkomerhossz rovidiilés

FS — frakcionalis rovidiilés

HR — szivirekvencia

HFmrEF  —szivelégtelenség kozepes mértékben csokkent ejekcios frakcidval
HFpEF — szivelégtelenség megtartott ejekcios frakcioval
HFrEF — szivelégtelenség csokkent ejekcios frakcioval
Iv. — intravénas

IVCT — izovolumetrias kontrakcids 1d6

IVRT — izovolumetrias relaxacios id6

Levo — levosimendan

LVAWd  —bal kamra eliils6 fal diasztoléban
LVAWs  —bal kamra eliils6 fal szisztoléban
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MPI — Tei-index, miokardialis teljesitmény index

MRA — mineralokortikoid receptor antagonista
NP — natriuretikus peptid

NT-proBNP— N-terminalis proBNP

PDE — foszfodiészteraz

P; — inorganikus foszfat

PDEi — foszfodiészteraz gatlo

PLAX — paraszternalis hosszutengelyli metszet
PSAX — paraszternalis rovidtengelyli metszet
PWD — pulzatilis hullamu doppler

RAAS — renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
RSL —nyugalmi szarkomerhossz

OM — omecamtiv mecarbil

SET — szisztolés ejekcids id6

SERCA - szarkoplazmatikus Ca**-ATP4z

SV — pulzustérfogat

SL — szarkomerhossz

SST — szupraszternalis

SzE — szivelégtelenség

TDI — szoveti doppler képalkotas
Tn — troponin

CTD50 — kalcium tranziens id6tartama
4AC —négyliregli metszet



1 Bevezetés

Az utobbi évtizedekben a szivelégtelenség (SzE) gyogyszeres €s eszk6zos kezelésében
dinamikus fejlodés kovetkezett be, ennek ellenére a betegség mortalitdsa tovabbra is igen
magas: az els6 SzE miatti hospitalizaciot kovetéen Osszevethetd, s6t meg is haladja a
leggyakoribb daganatos megbetegedésekét. A rizikofaktorok gyakoribb el6fordulasa, a varhatd
¢lettartam novekedése ¢és a miokardidlis infarktus javulo ellatdsa egyarant hozzajarult ahhoz,
hogy a koérkép prevalencidja folyamatosan novekszik. Kiemelendd, hogy 65 éves kor felett a
SzE a siirgds korhazi felvételek egyik leggyakoribb oka. A korképben szenvedd betegek
ellatdsa hatalmas terhet r6 az egészégligyi rendszerre, gazdasagi hatasa igen jelent6s.

A jelenlegi nemzetkozi ajanlasoknak megfelelden a SzE gyogyszeres terapidja négy
olyan gyogyszercsoporton alapszik, melyek foként a neurohormondlis rendszer és a
szimpatikus idegrendszer gatlasan keresztiil fejtik ki a hatasaikat és jelentdsen képesek
csOkkenteni a SzE mortalitdsat. A kontraktilis diszfunkcid célzott javitdsa Osszehtizodast
fokozo, Un. pozitiv inotrop szerekkel eddig nem jart sikerrel, ezen gydgyszercsoport
alkalmazasaval a bazisterapiat kiegészitve a mortalitdsi mutatok nem javultak. Igy vezettek el
az intenziv kutatasok a pozitiv inotrdp szerek egy 0j csoportjahoz, melyek direkten a miozin
motor aktivalasan keresztlil fejtik ki hatdsukat, tdmogatjak a sziv munkdjat és elméletileg

kedvezobb mellékhatasprofillal rendelkeznek.



2 Irodalmi attekintés

2.1 A szivelégtelenség definicioja, epidemiologiaja és csoportositasa

A szivelégtelenség (SzE) a sziv strukturdlis és/vagy funkciondlis karosodésa
kovetkeztében 1étrejovo komplex klinikai szindroma, mely sordn a betegnek a
szivelégtelenségre jellemzo tipusos panaszai (fulladés, nehézlégzés, faradékonysag) €s tiinetei
(telt nyaki vénak, pulmonalis pangas, bokaddéma) vannak (1). A SzE mind a fejlett, mind a
fejlodd tarsadalmakban igen gyakori. A gyors iitemben ndvekvd prevalencia legfobb okai
kozott emlitendd az eloregedd tarsadalom, rizikétényezok egyre gyakoribb eléfordulasa, a
farmakologiai terapia nagyfoku fejlédése, illetve a SzE hatékonyabb, strukturalt, szakmai
iranyelveknek megfeleld, komplex ellatasa (2). Egyes szerzok, kutatdsok a szivelégtelenség
érintheti, 70 éves kor felett pedig akar a 10 %-ot is megkozeliti. Egy Magyarorszagon végzett
atfogo vizsgalat alapjan a magyar népességre vonatkozo prevalencia kb. 1,6%-ra tehetd (4,5),
mortalitdsa pedig vetekszik a malignus betegségekével (6). Mivel a szivelégtelenség egy
multifaktoridlis betegség, igy pontos koltsége nehezen becsiilhetd, ugyanakkor elsédleges
korképként emlitve a hospitalizacidban kozel 2%-t teszi ki Eurépaban és USA-ban is egyarant
(7-9).

Az Eurdpai Kardiolégus Tarsasag (ESC) altal 2021-ben kozolt nemzetkozi szakmai
ajanlas a SzE csoportositasa, osztdlyozasa a bal kamrai ejekcios frakcio (BKEF) alapjan az
alabbiak szerint torténik (10):

1. SzE megtartott ejekcios frakcioval (Heart Failure with preserved Ejection
Fraction - HFpEF, BKEF>50%): SzE tiinetek és/vagy panaszok, strukturdlis
vagy funkcionalis szivizom-kéarosodas, emelkedett BK-i toltényomas, diasztolés
diszfunkci6 objektiv jelei €s emelkedett natriuretikus peptid (NP) szintek
jellemzik.

2. SzE kozepes mértékben csokkent ejekcios frakcioval (Heart Failure with
mildly reduced Ejection Fraction - HFmrEF): SzE tiinetek és/vagy panaszok
mellett a BKEF 41-49% kozotti.

3. SzE csokkent ejekcids frakcidoval (Heart Faiulre with reduced Ejection

Fraction - HFrEF): SzE tiinetek és/vagy panaszok mellett BKEF<40 %.



2.2 A szisztolés szivelégtelenség (HFrEF) patofiziologiaja

A szivelégtelenség szamos komplex patofizioldgiai folyamat végeredménye. Az
etiologiatdl fliggetleniil (pl.: iszkémia, nyomas és/vagy térfogat thlterhelés, toxikus vagy
genetikai) a HFrEF kozponti eleme a kontraktilis funkcid, a pumpafunkcié és ennek
kovetkeztében a perctérfogat (CO) csokkenése, mely szamos egymast erdsitd koros adaptacios
folyamatot indit el és végsd soron klinikai tiinetek kialakuldsahoz vezet (11,12). A CO-t a
szivfrekvencia (HR) és a pulzustérfogat (SV) szorzatabdl lehet kiszamolni. Az utobbit
meghatarozé tényezok koziil kiemelendd az eldterhelés (preload), amely tulajdonképpen a
miokardidlis rostoknak a kontrakcido megkezdése elétti feszitettségi allapotatol fiigg €s szoros
Osszefliggésben all a végdiasztolés volumennel (EDV) (13). Az SV masik jelentds tényezdje az
afterload (utoterhelés), a miokardiumnak az a fesziilése, amit az artérias rendszer ellenében kell
produkalnia (14), illetve a kontraktilitas, amely tulajdonképpen a sziv inotrop allapotat jellemzi.
A BK diszfunkcié kovetkeztében mind a végszisztolés, mind a végdiasztolés térfogat
emelkedik, mely a végdiasztolés nyomas és kovetkezményesen a bal pitvari nyomas
novekedéséhez, végsd soron a tiidokapillarisok szintjén pulmonalis pangashoz vezet (11). A
jobb kamra elégtelenség leggyakoribb oka a bal kamra (BK) diszfunkcidja, mely hasonlé
mechanizmusokon keresztiil nagyvérkori dekompenzacios tiineteket okoz. A SzE-ben
aktivalodo kompenzéaciés mechanizmusok tulajdonképpen a csokkent CO-t és artérids
kézépnyomas csokkenését probaljak normalizalni, vagy javitani. Ezek koziil kiemelendd a
Frank-Starling mechanizmus, a neurohumoralis rendszer koros aktivacidja és a BK-i
remodelling. A Frank-Starling mechanizmus eleinte képes 1épést tartani a BK-1 végdiasztolés
nyomas/térfogat novekedésével, azonban a SzE progresszidjaval mar nem képes a kontraktilis
funkcio és a SV tovabbi javitdsdra (13). A neurohumordlis rendszer aktivalédasa soran
felszabadulo hormonok periférids vazokonstrikcid révén novelik a preload-ot, valamint
natrium-visszatartd hatdsuk révén folyadékretenciohoz vezetnek (15,16). A szimpatikus
idegrendszer aktivacioja fokozott katekolamin (adrenalin, noradrenalin) kidramlas révén 1, 2
és al receptorokon keresztiil szamos direkt kardiovaszkularis (CV) hatast fejtenek ki: javitjak
a szivizom kontraktilitdsat, novelik a szivfrekvenciat és a vaszkularis rezisztenciat, mely
valtozasok Osszessége a CO ¢és a szoveti perfuzid dtmeneti javulasdhoz vezet (17,18). HFrEF-
ben a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS), a szimpatikus idegrendszer, valamint a
csokkent CO miatti rendlis hipoperfuzié kovetkeztében aktivalodik, mely az angiotenzin II (AT
IT) termelddéshez vezet. Az AT II vazokonstrikcid révén noveli az artérids kdzépnyomast,

tovabba az aldoszteron termelddésének fokozodasa révén natrium- €s kovetkezményes
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folyadékretenciot okoz (19). Annak ellenére, hogy a HFrEF kezdeti stadiuméban ezen
rendszerek aktivalédasa kompenzalni képes a koros valtozasokat, hosszi tdvon negativan
hatnak a szivizomzatra (12,20,21). Ezen patofizioldégias folyamatok, illetve koros
hemodinamikai valtozasok végsd soron a szivizomzat koros atépiiléséhez, un. remodellinghez

vezetnek (22-24).

2.3 A szisztolés szivelégtelenség (HFrEF) kezelése

Az utdbbi évtizedekben az intenziv kutatasoknak kdszonhetéen a SzE terdpidja jelentds
fejlddésen ment keresztil. A SzE-patofiziolégia és a kompenzéaciés mechanizmusok
ismeretében jol érthetd az egyes gyogyszercsoportok alkalmazasanak sziikségessége ¢€s
l1étjogosultsdga. A Dbazisterapiat képezd gyogyszerek kozds jellemzdje, hogy képesek
csOkkenteni a mortalitast, a hospitalizaciok szamat, igy javitva a betegség prognozisat. A
RAAS-gatlo vegyiiletek koziil kiemelendok az angiotenzin-konvertdz enzim gatlok (ACEi),
melyek az ACE medialta angiotenzin I (AT I) = angiotenzin II (AT II) atalakulas folyamatat
gatoljak, igy az AT nem tudja kifejteni karos hatasait a CV rendszerre. Az ACEi pozitiv hatésai
koziil kiemelend6 a vazodilatacid révén az afterload csokkentése, de a soO- és vizretencid
csOkkentése révén a preload-ra is hatassal van (25-28). A direkt kardialis hatasok koziil fontos
az antiproliferativ, antifibrotikus és anti-remodelling hatas (29). ACEi intolerancia esetén az
AT II receptoranak, az ATI-nek direkt gatlasan keresztiil angiotenzin-receptor blokkolok
(ARB-k) alkalmazasaval is van lehet6ség a RAAS gatlasra, kordbban emlitett hasonlo pozitiv
hatasokkal (30). Szamos evidencia all rendelkezésre a natriuretikus peptid (NP) utvonal
szerepérol HFrEF-ben (pitvari és agyi natriuretikus peptidek, ANP és BNP). Ezen peptid
hormonok a miokardium-fesziilés hatasara termelddnek, SzE-ben a szintjiik a betegség
sulyossagatol fiiggden kiilonbozé mértékben emelkedett lehet (31,32). Aktiv formajuk pozitiv
hatasai koziil kiemelend6 a natriurézis, a RAAS gatlasa, antiapoptotikus €s antiremodellacios
hatasok, igy konnyen érthetd, hogy a lebontasukért felelds neutralis endopeptidaz, a neprilizin
gatlasaval az aktiv forma szintje emelhetd, és pozitiv hatasokat érhetiink el, ahogy ezt tobb nagy
klinikai tanulmany is igazolta mar (33—36). Ennek megfeleléen ARB-vel kombinélva az eddigi
egylittesen a RAAS gatlasra és a NP utvonal befolyasolaséara (10). A mineralokortikoid receptor
antagonistdk (MRA) szintén jo hatékonysaggal alkalmazhatéak, ugyanis a natrium-
reabszorpcid gatlasan keresztiil hatékonyan képesek fokozni a natriumiiritést, tovabba hosszu

tavon szintén csOkkentik a mortalitast, illetve a koérhazi kezelések szamat (37,38). A
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szimpatikus idegrendszer tulaktivacidja szelektiv Pl-receptor blokkolok segitségével
valosithaté meg, melyek kissé ellentmondasosan negativ inotrop hatast vegytiletek, azonban
hosszu tavon a remodellacid- és RAAS-gatld hatésai, illetve tlzott katekolamin stimulécid
kovetkeztében 1étrejovo miokardialis toxicitas csokkentése révén kifejezetten jotékony hatassal
rendelkeznek, mortalitascsokkentd hatasuak (17,18,39-42).

Az utébbi évek intenziv kutatasanak eredményeképpen a diabetoldgiai indikacidval is
alkalmazott natrium gliikk6z kotranszporter 2 gatlok (SGLT2i) 2021-ben tobb nagy tanulmany
europai ajanlasok szerint. Hatasmechanizmusuk még tovabbra sem teljesen tisztazott, azonban
az ismert, hogy a csokkend gliikkdz- és natrium-reabszorpcid valosziniileg jelentésen hozzajarul
ezen szerek diuretikus hatasahoz, kovetkeztetésképp hatékonyan csokkentik az intersticialis
0démat és a preload-ot (43—46).

A neurohormonalis blokad alkalmazasdnak hatdsara a hirtelen szivhalal gyakorisaga is
csokken (47), azonban incidencidja a betegség progresszidjaval novekszik, igy azon
szivelégtelen betegek esetében, akik legalabb harom hoénapig tartd optimalis gyodgyszeres
kezelés ellenére is 35% alatti EF-el rendelkeznek, primer prevencios céllal, mig malignus
kamrai ritmuszavar/abortalt szivhaldl esetében pedig szekunder prevencios indikacidval
implantalhaté kardioverter defibrillator (ICD) beiiltetése javasolt. Kardidlis reszinkronizacios
terapia azon betegek esetében alkalmazhatd, akik optimalis gyogyszeres terapiaban részesiiltek
legalabb harom hoénapig, szivelégtelenség tiinetei észlelhetok, BKEF 35% alatti, tovabba az
elektrokardiografian (EKG) legalabb 150 ms-ot meghaladd QRS szélesség észlelhetd tipusos
bal Tawara-szar blokk képe mellett (10).

2.4 Az elorehaladott stadiumu szivelégtelenség

A SzE progressziv lefolyast betegség, mely a betegek életmindségének fokozatos
romlasahoz vezet (48). A New York Heart Association (NYHA) a mindennapi aktivitas és a

betegek szubjektiv panaszai alapjan négy funkciondlis stddiumot kiilonit el:

NYHA I stadium: A mindennapi terhelés nem okoz panaszt, erdteljesebb fizikai aktivitas

esetén jelentkezhet fulladas, faradékonysag.

NYHA II. stddium: Nyugalomban a betegnek nincsenek panaszai, azonban a napi

tevékenységek soran faradtsag, fulladés, szivdobogasérzés jelentkezik.
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NYHA III. stddium: Nyugalomban nem jelentkezik fulladas, azonban a megszokottnal kisebb

fizikai aktivitas is tiinetet okoz.

NYHA IV. stddium: Nyugalomban is jelentds nehézlégzés jelentkezik, a mindennapi

tevékenységek elvégzése gyakorlatilag nem lehetséges.

Ha a korabban emlitett optimalis gyogyszeres és eszkdzos kezelés ellenére is rosszabbodik a
beteg allapota, a pumpafunkcié tovabb romlik, elérehaladott stadiumu SzE alakul ki (,,advanced
heart failure”). Ezek a paciensek a szivelégtelen betegpopulacid kb. 10%-at teszik ki.
Hazénkban mintegy 10-30 ezer eldrehaladott stadiumu szivelégtelen beteggel kell szamolnunk,
azonban szamuk a terapia fejlodésének kovetkeztében ndvekedni fog az elkdvetkezd években.
Az ESC Szivelégtelenség Munkacsoportja (Heart Failure Association - HFA) altal 2018-ban
javasolt kritériumrendszer és a 2023-ban kiadott modositdsok alapjan elérehaladott stadiumu
SzE-r8l az optimalis gyogyszeres és eszkozOs kezelés ellenére, az alabbi feltételek koziil

legalabb egy megléte esetén beszéliink (49):

1. Sulyos és perzisztald SzE tiinetek (NYHA III(b) vagy IV)

2. Sulyos kardialis diszfunkci6 jelenléte: BKEF<30% vagy izolalt jobb kamra elégtelenség
vagy nem korrigalhatd, sulyos strukturalis eltérés, perzisztald, magas natriuretikus peptid (BNP

vagy NT-proBNP) szintek, stulyos diasztolés diszfunkcio.

3. Visszatéré SzE miatti hospitalizacid/siirgds ambuldns vizit vagy silirgdsségi osztalyos
megjelenés egy éven beliil tobb alkalommal, melynek soran magas ddzisti intravénas (iv.)

diuretikum, inotrop vagy vazopresszor alkalmazasara volt sziikséges.

4. A fizikai aktivitas sulyos korlatozottsaga (6 perces sétateszt<300 méter vagy VOormax<12-14
ml/kg/perc) SzE kovetkeztében.

A SzE-ben szenvedd betegek ezen kiemelkedd jelentdségli csoportjat gyakori allapotromlasok,
kifejezetten rossz prognoézis jellemzi, esetiikben terapids eldrelépésre van sziikség a tiinetek
csokkentése, az €letminds€g javitasa €és a hospitalizacids arany csokkentése érdekében. Ezen
betegpopulacioban a definitiv, végleges megoldés a szivtranszplantacié lenne, azonban sajnos
kevés beteg van, aki megfelel a transzplantacios listara valo felkeriilés szigoru kritériumainak.
A vardlistara keriilt betegek sem jutnak mindnydjan szivhez annak ellenére, hogy az utdbbi

évtizedben hazank Eurotransplant-hoz torténd csatlakozéasa kovetkeztében az elvégzett
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szivtranszplantaciok szama jelentdsen nott (50). Tovabbi atmeneti, vagy akar végleges
terapiaként jon szoba a rovid, illetve hossza tdvi mechanikus keringéstdmogatd eszkozok
alkalmazasa, de hasonléan a szivtranszplanticibhoz, ezen betegnek is szigora
kovetelményeknek  kell ~megfelelniik. A  betegek nagyobb hanyadanal tehat
konzervativ/gyogyszeres kezelés jon szoba, melynek egyik hatékony eszkdze lehet a pozitiv
inotrop/inodilator kezelés. Az aktudlisan alkalmazott nemzetkézi szakmai ajanldsoknak
megfeleléen a konvenciondlis inotrop és vazopresszor szerek (dopamin, noradrenalin,
adrenalin) kizar6lag kardiogén sokk esetén, rovidtava terapia keretein beliil alkalmazandok
(10). Ezen szerek hosszutavli hasznélata tobb tanulméany eredményei alapjan noveli a
mortalitast és nem csokkenti a hospitalizaciok szamat (51,52). A jelenlegi kutatasok célja olyan
szelektiv, kontraktilitast fokozo gyogyszerek kifejlesztése, amelyek mar a HFrEF korabbi

stddiumaban is alkalmazhatok és primeren a pumpafunkcié javitasat célozzak.

2.5 A pozitiv inotrop hatasa szerek csoportositasa

A szivizomsejtek membranjanak depolarizacidjakor fesziiltségfiiggd L-tipusa Ca®"
csatornak aktivalodnak, mely soran a bearamlé ionok Ca*'-felszabadulast valtanak ki a
szarkoplazmatikus retikulumbdl (SR) a rianodin-receptorok aktivalaséval. Ezen folyamatok
hatésara az intracellularis (IC) térben a Ca** -koncentracié a koriilbeliil 100 nmol/I-es nyugalmi
szintrdl koriilbeliil 1 umol/l-re emelkedik (53-56). Az igy 1étrejott kalciumionokban gazdag IC
kornyezet lehetévé teszi, hogy a citoszolikus térben diffundalva a kontrakcio létrejottében
(miofibrillaris rendszer tulajdonképpeni Ca**-érzékeldje) kolesonhatasba tudjon 1épni. Ezaltal
olyan konformaciovaltozas jon létre a troponin-tropomiozin komplexben, hogy a Tnl altal
gatolt miozin kotdhelyek szabadd4 valnak és megteremtik az aktin-miozin kolcsonhatast,
ezaltal az erdgeneralas lehetdségét. A kontrakciot kovetden szamos energiaigényes folyamat
egylittes, kooperativ mitkodése sziikséges ahhoz, hogy a sejten beliill kordbban Ilétrejott
emelkedett Ca’"-szint a nyugalmi szintre alljon vissza. Ezen transzportfolyamatok koziil az
egyik legjelentdsebb a szarkoplazmatikus Ca?"-ATPaz (SERCA) aktiv miikddése, illetve a
szarkolemma Na'/Ca?-cseréléje, valamint - kisebb mértékben, de szintén energiaigényes

folyamat révén - a szarkolemmalis Ca’"-ATP4z és a mitokondrialis uniporter (54,56—58).
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2.5.1 Konvencionalis/upstream mechanizmusu pozitiv inotrop szerek

Az ,,upstream” mechanizmus Utjan hat6 szerek koz¢ azon tradiciondlis pozitiv inotrép
szerek sorolhatoak, amelyek az IC Ca**-koncentraciot kiilonbozé szignaltranszdukciods és/vagy
receptoridlis utvonalak mddositasan keresztiil befolyasoljak (1. dbra). Ezen csoport tagjai a
hagyomanyos pozitiv inotrép szerek: a klinikai gyakorlatban foként akut SzE kezelésében
alkalmazott dobutamin képes a Pl-receptorok aktivalasan keresztiil olyan foszforilacios
folyamatokat inicidlni, melyek végsé soron az IC Ca**-szint novekedéséhez vezetnek (59). A
dobutaminhoz hasonléan a dopamin, megfeleld dozistartomanyban képes aktivalni a B1-
receptorokat, akarcsak az adrenalin és a noradrenalin. A milrinon a foszfodiészteraz enzim 3-
as (PDE3) izoformdajanak a gatlasan keresztiil noveli a ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP)
szintet, s igy foszforilacids kaszkadot indit be (60). A B1 receptor ingerlése szintén a cAMP
szint novelésén keresztiil teszi ugyanezt. A szivglikozidok, pl.: digoxin, digitoxin (a pozitiv
inotrop szerek prototipus vegyiiletei melyek a Na'/K'-cseréld gatlasan keresztiil fejtik ki
hatdsukat) klinikai gyakorlatban torténd alkalmazdsa az elmult iddszakban jelentdsen
visszaszorult (61,62). Ezen gyégyszerek kdzos tulajdonsaga, hogy ndvelik az IC Ca**-szintet,
ezaltal a miokardium energiaigényét €s oxigénfelhasznalasat, amely hossza tavon kifejezetten
elénytelen a szivizomsejtek energetikdja szempontjabol (63). A Ca**-taltdltdttség tovabba
melegagyat képezi a pitvari és kamrai aritmiak kialakuldsanak. Szamos klinikai tanulmany
vizsgalta ezen gyogyszermolekuldk mortalitdsra gyakorolt hatdsat, melyek soran
bebizonyosodott, hogy a mortalitdst nem javitjak, s6t bizonyos esetben még rontjak is (64).
Alkalmazéasuk soran igen koriiltekintének kell lenniink, nagy figyelmet kell forditanunk a
megfeleld indikaciora, €s a lehetd legrovidebb ideig torténd alkalmazasra. Jelenleg az ESC
szakmai iranyelvében a pozitiv inotrép szerek IIb osztalyt ajanlassal (C evidencia szint),
kizarolag hipotenzid (szisztolés vérnyomds <90 Hgmm) és/vagy megfeleld t6ltényomas
ellenére perzisztalo hipoperfuzid jeleit/tiineteit mutatd betegek esetén javasoltak a CO, a
vérnyomas novelése, a periférids perfuzid javitasa és a célszerv funkcid megdrzése céljabol

(63,65,66).
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SERCA2a

[ Kontrakcio

Upstream Central Downstream

1. Abra A pozitiv inotrép szerek csoportositasa és hatismechanizmusuk (magyarazat a szovegben)
(Ca?*: kalcium; CICR: Ca®'-indukalta Ca*'-felszabadulas; DHPR: dihidropiridin-receptor; RyR:
rianodin-receptor; SERCA?2a: szarkoplazmatikus retikulum ATP-az; TnC, Tnl és TnT: troponin C, I és
T; TM: tropomiozin) (moédositva Endoh M.: Circ J 2008;72:1915-1925 alapjan)

2.5.2 Centralis és downstream mechanizmus utjan hato szerek

A ,centralis” mechanizmusu gydgyszerek a szivizomsejtek 0sszehtizodasanak egy
kulcsfontossagti molekulajat célozzdk, a TnC-t, ami mintegy Ca**-szenzorként funkciondl az
0sszehtizodas folyamataban (1. dbra). Ezen gydgyszerek, mint példaul a levosimendan (Levo),
fokozzak a TnC Ca*" iranti affinitasat. A Levo tovabba ATP-szenzitiv K'-csatorna aktivaldsan
keresztiil vazodilataciot eredményez, ezért inodildtornak is nevezik. Azonban magasabb
plazmakoncentraciok esetén az ,,upstream” mechanizmus jellegzetességeit is mutatja, ugyanis
PDE3-gatl6 hatassal rendelkezik (67—69).

A, downstream” mechanizmus jellegzetessége, hogy az IC Ca*'-szintre nem fejt ki
semmilyen hatést, igy teljesen mentes a konvenciondlis pozitiv inotrop szerekre jellemzd
mellékhatasoktol, igy feltételezhetden energetikailag is kedvezdbb a szivizomsejteknek (1.
abra). Jelenleg ebbe a csoportba tartoz6 molekulak a miozin-ATP4az aktivitdsdnak a fokozdsan

keresztiil hatnak. Ezen gydgyszercsoport egy korabbi képviseldje az EMD 53998 (EMD), mely

14



egy enantiomer molekula. Egyik parja downstream mechanizmus 0tjan fejti ki a hatasat, mig a
masik PDE3-gétlo hatassal rendelkezik, azonban korai vizsgalatokban elbukott, mint
potencidlis pozitiv inotrép vegyiilet (70-73). Utdbbi évtized intenziv kutatdsainak
eredményeként fejlesztették ki az omecamtiv mecarbilt (OM), illetve a danicamtivot, melyek
valojaban csak a miozin molekula ATPaz aktivitisanak a fokozasan keresztiil fejtik ki

hatasukat, ebbdl kifolyodlag ugy hivatkoznak rajuk, mint miozin-aktivatorok (74,75).

2.6 A miozin-aktivatorok

2.6.1 Hatasmechanizmus

A szivizom Osszehuzodasdnak molekularis alapegységét, a szarkomert a vékony (aktin)
¢s vastag (miozin) filamentumok egyiittese alkotja. A miozin molekula gyakorlatilag két
globularis fejbdl ¢és egy farki részb6l 4ll. Szdmos élettani folyamatban - ahol
mozgasszabalyozas torténik - esszencialis szerepet toltenek be, igy konnyen érthetd, hogy a
szivizomsejt 0sszehizodasanak is egy kulcsmolekuldja. A miozinfej kiemelkedd fontossagi
abbol a szempontbdl, hogy rajta talalhat az aktin és adenozin trifoszfat (ATP) kotdhely, illetve
ennek megfelelden ATP4z aktivitassal rendelkezik, ezaltal a kémiai energiat fizikai energidva
képes alakitani. A vékony filamentum gyakorlatilag két Osszefonddott globularis aktin
molekulabol épiil fel, mely a miozin szamara biztositja a kontrakci6 l1étrejottének alapjat képzo
akto-miozin kdlcsonhatas kotohelyeit. A két filamentum kozott kialakuld szoros molekularis
kolcsonhatdsok teszik lehetdvé a kontrakcid és az erdkifejtés lehetOségét. Ez egy jol
szabalyozott, meghatdrozott 1épésekbdl allo folyamat. A miozin ATP kotését kovetden
ledisszocial az aktinrdl és izomerizalodik, hogy az emeldkarja erdgeneralasra alkalmas
pozicioba keriilhessen. Ek6zben az ATPaz aktivitassal rendelkezd miozinfej az ATP-t adenozin
difoszfatra (ADP-ra) és inorganikus foszfatra (Pj-ra) hidrolizalja, amely alkalmassé teszi a
vékony filamentumot ismételt kotésére, azonban ez a kotés még nem képes erdt generalni
amelynek hatisara a miozin emeldkarja elbillenve az aktint meghuzza, ezzel erét generalva
(power-stroke). Ismételt ATP-kotést kdvetden a ciklus elolrdl kezdddik. A miozin erégeneralo
képességét az hatarozza meg, hogy mennyi 1d0 alatt torténik meg az ATP hidrolizise az ATPaz
altal, és milyen gyorsan disszocial a P; a miozinfejrdl (76).

A miozin-aktivatorok, az OM ¢és a danicamtiv képesek a kardidlis tipusi miozin S1

oly modon befolyasoljak a miozint, hogy annak ATP-hidrolizalo képessége fokozodik. Ez
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ciklus sebességmeghatarozo 1épését és a miozin-ADP komplex keletkezését, azaz a gyengén
kotott formabol az erdsen kotott formaba vald atalakuldst, melyet aztdn az er6generalas 1épése
kovet. Teoretikusan igy a folyamatnak koszonhetéen megndvekszik az egy ciklus alatt
kialakulé aktin-mozin interakciok szdma, igy lehetévé téve a nagyobb erdkifejtést az

oxigénfelhasznalas ndvekedése nélkiil (77).
2.6.2 Omecamtiv mecarbil

A daganatellenes terapia fejlédése soran nagy ateresztOképességli modszer (HTS)
segitségével olyan molekuldkat kerestek, melyek a sejtosztddasban szerepet jatszd
motorfehérjéket, a kinezineket képesek gatolni. Ennek soran azonban, nem egy gatld, hanem
aktivalé molekulat talaltak. gy egyéb motoros funkcidban szerepet jatszo fehérjéket, mint pl.
a miozint kezdték el vizsgalni és hosszas kutatds eredményeként hoztak létre egy olyan
molekulat, amely mér alacsony koncentracidban is képes a miozin-ATPaz aktivitasat fokozni.
Tovabbi modifikaciokkal jutottak el az OM-hoz (CK-1827452), mely in vivo kisérletek
elvégzésére is alkalmasnak bizonyult (77). Preklinikai vizsgalatok soran igazoltak, hogy képes
jelentdsen fokozni a patkanybdl izolalt szivizomsejtek kontrakcids erejét, a kontrakcids ido
kisfoku elnyujtasa révén, azonban a kalcium tranziens befolyasoldsa nélkiil (77,80). In vivo
vizsgalatok soran kiilonbozd szivelégtelenség-allatmodellekben a BK funkcid javult az
oxigénfelhasznélas fokozddasa nélkiil (81). Egy tanulmdny azonban az oxigénfogyasztas
kismértékli novekedését feltételezte, melyet a miozin molekula bazalis ATP4z aktivitasanak
novekedésével hoztak dsszefliggésbe (82).

Az in vivo és in vitro vizsgalatok pozitiv eredményei tették lehetdveé, hogy human
kisérleteket kezdjenek az 0 gyogyszerjeldlttel. Az elsd doziskeresd klinikai vizsgalat sordn iv.
OM (id6tartam 6 ora, dozis 0,005-1,0 mg/kg/6ra) kezelést hasonlitottak Gssze placeboval. A
vizsgalat soran a szisztolés ejekcios id6 (SET) jelentds novekedése mellett a BKEF-ban és
frakciondlis rovidiilésben (FS) észleltek jelentdés novekedést a placebo csoporttal szemben.
0,625 mg/kg/6ra dozis felett azonban a SET jelentds megnyulasa, igy a diasztolés 1d6 rovidiilése
kovetkezett be (83). Ezt kovetden stabil optimalis gyogyszeres terapian lévé HFrEF
(BKEF<40%) betegekben vizsgaltak a szert, mely soran a BK funkcidt jellemzd paraméterek
(BKEF, FS, SV) javulasat tapasztaltak jelentds mellékhatas nélkiil. A szer jol tolerdlhatonak
bizonyult (84).
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Kezdetben az OM-t az akut SzE kezelésére szerették volna alkalmazni iv. készitmény
formajaban, igy a viszonylag pozitiv eredményeket mutatdé doziskeresé vizsgalatok alapjan
megtervezték az ATOMIC-HF tanulmanyt (Acute Treatment With Omecamtiv Mecarbil to
Increase Contractility in Acute Heart Failure). Az OM-t iv. készitmény formajaban alkalmaztak
akut SzE-ben szenvedé (BKEF<40%, emelkedett NT-proBNP szint, nehézlégzés) betegekben
48 oran keresztiil, folyamatos infizido formajaban. A vizsgélat pozitiv eredménye abban
mutatkozott meg, hogy a legmagasabb alkalmazott OM koncentracio esetében 48 6ranal 41%-
kal nagyobb aranyban csokkent a nehézlégzés, valamint szintén megfigyelhetd volt a SET
dozisfiiggd, jelentds ndvekedése. Adverz események esetében nem taldltak kiilonbséget, habar
kismértékli ndvekedés volt megfigyelhetd a Tnl szintekben, de ez nem mutatott osszefiiggést
az alkalmazott OM dozissal (85) .

COSMIC-HF tanulmany (Chronic Oral Study of Myosin Activation to Increase
Contractility in Heart Failure) soran els6ként alkalmaztdk az OM-t nagy szamu, stabil kronikus
HFrEF-ben szenvedé (448 NYHA II-1Il.), optimalis gyoégyszeres kezelésben részesiilo
betegekben 20 héten keresztiil. A farmakokinetika alapjan titralt (2x25-50 mg) OM dozisok
mellett, egy fix dozisu (2x25 mg) és egy placebo csoport keriilt kialakitasra. Nem keriiltek
bevélogatasra azon betegek, akik miokardialis infarktust szenvedtek el 30 napon beliil, instabil
angina pektorisz klinikai képét mutattdk vagy kronikus veseelégtelenségben szenvedtek. A
farmakokinetikai jellemzok alapjan titralt betegcsoportban a placebo csoporthoz képest
szignifikdnsan magasabb SET-t és SV-t, valamint a BK-i végszisztolés és végdiasztolés atméro,
a szivfrekvencia és az NT-proBNP-plazmaszint csokkenését tapasztaltak (86).

A GALACTIC-HF vizsgalat (Global Approach to Lowering Adverse Cardiac outcomes
Through Improving Contractility in Heart Failure) az el6z0 vizsgalatok alapjan megtervezett
multicentrikus, randomizalt, kettds vak, placebo kontrollalt fazis III. tanulmany, melynek
els6dleges célja az OM hatékonysaganak és biztonsdgossaganak, CV kemény végpontokra
gyakorolt hatdsanak vizsgalata volt HFrEF betegeken. Osszesen 8256 tiinetes HFtEF beteg
(BKEF<35%, NYHA II-IV-es funkciondlis stadium, optimalis szivelégtelenség bazisterapia
NT-proBNP>400 pg/ml sinus ritmus, illetve >375 pg/ml és >1200 pg/ml pitvarfibrillacid
esetén) keriilt bevalogatasra, akik bevalogatas el6tt legalabb 30 napig SzE bazisterapidban
részesiiltek. Kizarasra keriiltek azon betegek, akiknél hemodinamikai instabilitas, stulyos
veseelégtelenség, jelentdsen emelkedett vagy csokkent szivfrekvencia volt jelen, illetve 140
Hgmm feletti vagy 85 Hgmm alatti szisztolés vérnyomads, mig a diasztolés vérnyomas esetén
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pedig a 90 Hgmm feletti érték volt kizar6 ok. A COSMIC-HF tanulmanyban alkalmazott
farmakokinetikai titraldsi sémat alkalmaztak 2x25 mg kezdddodzissal, majd rendszeres
plazmakoncentracio-ellendrzés mellett tortént a gyogyszer titralasa a 200-1000 ng/ml-es
plazmakoncentracié eléréséig. Miokardialis iszkémia gyanuja esetén azonnal felfiiggesztésre
keriilt a kezelés. Az elsddleges Gsszetett végpont, azaz a CV halélozés vagy SzE miatti esemény
(hospitalizacid vagy siirgds vizit) az OM-lal kezelt betegekben szignifikdnsan alacsonyabb volt
a placebo csoporthoz képest. A kompozit végpont Osszetevoit kiilon vizsgalva, a CV okbol
bekovetkezd haladlozas tekintetében nem volt szignifikdns kiilonbség, azonban SzE miatti
események tekintetében jelentdés csokkenés volt megfigyelhet6 az OM csoportban. A
masodlagos végpontok (CV halalozas, Kansas City Kardiomiopatia Kérdoéiv, 6sszhalalozas)
esetében nem volt jelentds kiilonbség a két betegcsoport kozott. Az eldre meghatarozott
alcsoportokban sem taldltak szignifikans kiilonbségeket, azonban az OM javara egy eldnyods
tendencia volt megfigyelhetd a sinusritmusban 1évd, illetve kevesebb, mint 28%-0s BKEF-val
rendelkezo betegek esetében. Mind a hospitalizalt, mind az ambulansan bevonasra keriilt atlag
feletti NT-proBNP értékekkel rendelkezd betegek alcsoportjdban az OM elénydsebbnek
mutatkozott, azonban statisztikai szempontb6l ez nem bizonyult jelentdsnek. Tovabba
kismértékii, de nem szignifikans novekedés volt a Tnl-szintben és jelentdsen csokkent az NT-
proBNP-szint is OM-lal kezelt betegek esetében. Egyéb biztonsdgossagi paraméterben nem volt
kiilonbség (26,70,87-89).

2.6.3 Danicamtiv

Feltételezhetéen az OM-lal végzett klinikai vizsgalatok bizonytalan eredményei
Osztonozték a kutatokat egy 0j kozvetlen miozin-aktivator, a danicamtiv kifejlesztésére. A
danicamtiv szelektivitdsit a szivizom-miozinra, a Vvazizom- vagy Simaizom-miozin
izoformakkal szemben nagyobbnak tartjadk, mint az OM esetében (90). Mindazonaltal az OM-
hoz hasonldan a danicamtiv is felgyorsitja a tisztitott human S1 miozin molekuldk ATPaz
aktivitdsanak sebességét in vitro, és noveli a SET-t és az BKEF-t, valamint a bal pitvari
szisztolés funkciot HFrEF in vivo kisérleti kutyamodelljében (90). A fazis I. klinikai vizsgalat
soran hat kohorszot hoztak 1étre, akik kiilonb6z6 dozist danicamtiv kezelésekben részestiltek,
azonban a pontos dozisokat nem emlitették, csupan hat 6raval a beadést kdvetden vizsgaltak a
hoztak 1étre, ahol a BK funkci6 javulasat tapasztaltak a SET megnyulasa mellett a diasztolés

funkci6 romldsa nélkiil. Ezen eredmények alapjan megtervezték é&s elvégezték a
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doziseszkalacios vizsgalatokat szivelégtelen betegekben, ahol a BK szisztolés funkcid javulasa
mellett 4&tmeneti tiinetmentes Tn plazmakoncentracio-emelkedést tapasztaltak a betegek 23%-
anal. Mindazonaltal ez a fazis II. klinikai vizsgalat €s egy farmakokinetikai vizsgalat eredménye
is alatamasztotta a danicamtiv biztonsdgossagat ¢€s toleralhatosagat (90-93). Egy nemrég
elvégzett preklinikai vizsgalatban az OM adagolashoz képest szélesebb terapias ablak, nagyobb
kontraktilis funkcié-javitd potencial ¢és kedvezdbb luzitrop hatds tarsult danicamtiv
alkalmazasakor, amelyet mesterséges szivizomszoveten végeztek el (94). Habar meg kell
jegyezni, hogy a danicamtivra vonatkoz6 preklinikai és klinikai adatok még mindig szlikosek
¢s bizonyos mértékig homalyosak, kiilondsen ennek az ) miotrépnak a diasztolés funkciora

kifejtett hatasaira vonatkozdan (90,94,95).
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3 Ceélkituzések

Célul tiiztiik ki in vitro modellrendszerben izolalt, intakt szivizomsejteken megvizsgéalni a
kiilonb6z6 OM koncentraciok hatasara létrejovo szisztolés €s diasztolés szarkomerhossz-
véltozasokat, azok kinetikajat és dsszefiiggéseit, valamint az IC Ca?*-tranziensben bekovetkezd

valtozasokat. Komparator vegytiletekként EMD-t és Levo-t hasznaltunk.

In vivo vizsgalatunk soran részletesen kivantuk elemezni az 0j tipusu miozin-aktivatornak,

a danicamtivnak a szivciklus idétartamaira, a szisztolés €s diasztolés funkciora kifejtett hatdsait.
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4 Anyagok és modszerek
4.1 Invitro Kisérletek
4.1.1 A szivizomsejtek izolalasa

Az in vitro vizsgélataink soran kutyabol enzimatikusan izolalt, BK-i szivizomsejteket
hasznaltunk, melyek intakt membranrendszerrel rendelkeznek. Az elektrofiziologiai
tulajdonsagok szempontjabdl a kutyabodl izolalt szivizomsejtek kivaloan alkalmazhatdak az
emberi szivizomsejtek modellezésére. Kisérleteink soran, ivarérett, kutatasi célra tenyésztett,
vegyesen him és ndstény kutyabol (N=6, sulyuk: 10,6+2,1 kg, életkor: 15,1+4,2 honap)
szarmaz6 BK-i szivizomsejteket hasznaltunk. Az allatokbol megfelelé anesztéziat alkalmazva
(ketamin-hidroklorid 10 mg/ttkg doézisban - Calypsol, Richter Gedeon Nyrt., Magyarorszag,
kiegészitve xilazin-hidrokloriddal 1 mg/ttkg dozisban) a mellkas megnyitasat kdvetden a sziv
eltavolitasra keriilt és egy perfuzios rendszerre helyeztiik, majd a bal eliils6 leszallo koszorueret
kaniilaltuk. Az izolalt szivizomsejteket enzimatikus diszperzios technikaval nyertiik, elészor
Ca?"-mentes modositott Joklik-oldatot (8sszetétel: 2,5 g/l taurin, 175 mg/l piruvat, 13,5 mg/l
allopurinol, 750 mg/1 rib6z, és 200 mg/l NaH,PO4, Minimum Essential Medium Eagle, Joklik
Modification; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) alkalmaztunk 5 percig, majd 30 percig
tartd perfuzid kovetkezett 1 mg/ml kollagenazt (II. tipus, Worthington Biochemical Co.,
Lakewood, NJ, USA) és 0,2% borja szérumalbumint (Fraction V., Sigma-Aldrich) tartalmazé
Joklik-oldattal. Az igy nyert elfolydsodott szovetdarabokat 50 pM Ca?"-ot tartalmazo Joklik-

crer

cre

crer

fluoreszcens festékkel inkubaltuk 30 percig pluronsav F-127 (25 mg/ml) jelenlétében, hogy

elkertiljiik a festék korai eliminaciojat az IC térbdl. 25 mg pluronsav F-127-et 1 ml DMSO-ban

oldottunk fel, és ebbdl az olddszerbdl készitettiink Fura-2 AM torzsoldatot. A szivizomsejteket

egy inverz mikroszkdp (Nikon TS-100) allvanyan 1évé sejt kamraban helyeztiik el Tyrode-

oldatban (amely 144 mM NaCl, 5,6 mM KClI, 2,5 mM CaCl, 1,2 mM MgCl, 5 mM HEPES

¢s 11 mM dextréz, pH=7,4). A sejteket és Tyrode-oldatot tartalmazé kamra végso térfogata 1
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ml volt. Az iilepitést kdvetden a tovabbi kisérletekhez, olyan téglalap/rad alaku sejteket
valasztottunk ki, amelyek vizualis ellendrzés soran megfeleld 6sszehuzodassal rendelkeztek a
téringerlés hatasdra és morfologiailag (tiszta citoplazma, éles sz€li, jol lathatd csikolat) is
alkalmasnak bizonyultak. A téringerlés soran 0,1 Hz-es frekvenciat alkalmaztunk (Experimenta
Setup, MDE, Heidelberg). A Fura-2 Ca*'-telitettség fiiggvényében eltéré hullimhosszokon
gerjeszthetd, Ca?* kotott formaban 340 nm-en, mig Ca®* hianyaban 380 nm-en rendelkezik
excitacios maximummal. fgy a 340, illetve 380 nm-en gerjesztett Fura-2 festék aranyainak a
véltozasa jol tiikrozi az IC térben létrejové Ca®’-szint valtozasat az izolalt szivizomsejteken
téringerlést kovetden. A Ca?"-kotott és a Ca**-ddementes Fura-2 festék excitacidjahoz 340 és
380 nm kozott valtakozd gerjesztési hullamhosszisagot hasznaltunk. A fluoreszcens emissziot
mindkét hullamhossz esetében 510 nm felett detektaltuk, és a rogzitett jeleket 120 Hz-en
digitalizaltuk a FeliX szoftver segitségével (Ratiomaster RM-50 System, Horiba, New
Brunswick, NJ, USA). A Felix GX szoftver a szarkomerhossz modul (SL-101HS HORIBA/PTI
kovethessiik a kardiomiocitak harantcsikolt mintdzatanak a valtozasat. A szivizomsejtrél nyert
optikai slirliség mintdzat valtozdsanak alapjan a program gyors Fourier transzformaciot
alkalmazva, az optikai denzitas valtozast felhasznalva kalkulalta az aktualis szarkomerhosszt
(SL-T) (98). A kisérleti protokoll a kdvetkezd volt: a szivizomsejteket 0,1 Hz-en legalabb 2-3
percig stimulaltuk, hogy minden kisérlet elején elérjiink egy allandosult ,,steady-state”
allapotot. A nyugalmi (stimulalatlan) SL-t e kezdeti kondicionéalas utdn folyamatosan mértiik
egy nagysebességli kamera segitségével. Az egyes kisérletben alkalmazott gyogyszerekkel
OM-lal (0,03 uM, 0,1 uM, 0,3 uM vagy 1 uM végkoncentracidban), Levo-nal (1 uM) vagy
EMD-vel (1 uM) 5-8 percig inkubaltuk a sejteket, majd ismeételt téringerléseket kezdtiink €s
rogzitettiik a kontrakcidkat és a Fura 2 arany valtozasait, mely tiikrozi az IC térben a Ca**-szint

valtozasokat.

4.1.3 A kontraktilis paraméterek és Ca?*-tranziensek jellemzése

A szivizomsejtek rovidiilésének, relaxacidinak és IC Ca®'-szint véltozisainak tSbb
paraméterét is részletesen vizsgaltuk. A nyugalmi (stimulus nélkiili) SL (RSL; um) a steady
state allapot elérést kovetden, illetve az egyes kezeléseket kdvetden keriilt rogzitésre. A
frakcionalis szarkomerhossz rovidiilést (FSL; %) a kovetkezd egyenlet segitségével szamoltuk
ki: FSL= (diasztolés SL-szisztolés SL/diasztolés SL) *100. Az 6sszehtizddas idOtartamat (s) a

szivizomsejtek 0sszehtizédasanak kezdetétdl a relaxacid végéig tartd idétartamként hataroztuk
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meg. Az 6sszehizddas €s a relaxacio sebességét (um/s) az 6sszehuzodasok, illetve a relaxaciok
megfelelden kivalasztott szakaszanak linedris illesztésével hatdroztuk meg. A nyugalmi Ca?'-
szintet a Fura-2 ardny (fluoreszcens intenzitds ardnya 340 ¢s 380 nm-es gerjesztésnél) alapjan
becsiiltiik a kiindulasi értéken. A Ca*’-tranziensek amplitadojat a Ca**-tranziensek cstcsszintje
és a nyugalmi Ca’"-szint kozotti kiilonbségként hatdroztuk meg. A Ca®'-tranziensek
kialakulasénak a sebességét a Ca’'-tranziensek felszallo fazisaira illesztett egyenes
meredekségének tekintettiik (1/s). A Ca®'-tranziens lecsengési kinetikdjat egyetlen
exponencialisra illesztettiik, és annak sebességi konstansaval (K; 1/s) jellemeztiik. A Ca®" -
tranziens id6tartamat (CTDSO0; s) a tranziens fel- és leszalld szardnak 50%-os szintjei kozott

mértik.
4.2 In vivo Kisérletek
4.2.1 Kisérleti elrendezés, allatmodell

Az in vivo kisérleteket 8-12 hetes feln6tt Sprague-Dawley patkanyokon (N= 14, suly:
417,90+£51,95 g, Charles River Laboratories Inc., Németorszag) végeztiik, és szabalyozott
hémérsékleti helyiségben, 12-12 6ras sotét-vilagos ciklusban tartottuk oket. A patkanyokat
intramuszkularis ketamin/xilazin kombindcioval (75/5 mg/kg) altattuk el és ezt kovetden a
mellkas szOrzetiiket leborotvaltuk, a farokvénaba kaniilt (26G) helyeztiink (a kaniilt a kisérletek
végeén eltavolitottuk), és az allatokat haton fekvo helyzetben egy melegitépadra (Visual-Sonics
SR200) helyeztiik (39 °C). Az echokardiografia soran folyamatosan harom elvezetéses EKG
rogzitést és monitorizalast végeztiink. A danicamtivot iv., 2 mg/kg dozisban egyszeri bolusban
adtuk be a helyi allatgondozéasi bizottsag altal jovahagyott protokoll szerint (4-
1/2019/DEMAB).

4.2.2 Konvencionalis echokardiografia

A transztorakalis echokardiografiat (TTE) a Vevo 3100 képalkot6 rendszerrel végeztiik,
amely a Vevo Imaging Station-t (VisualSonics, Amszterdam, Hollandia) tartalmazta, és egy
magas frekvenciaju transzducerrel (MX250, 14-28 MHz) volt felszerelve. Az echokardiografia
a danicamtiv iv. beadasa utan 5 perccel kezdddott és legfeljebb 15 percig tartott. Az adatgyljtést
B-, 2D-, M- és Doppler-modban végeztiik, paraszternalis hosszi- és rovidtengelyti (PSLAX és
PSAX) valamint szupraszternalis (SST) és apikalis 4 iiregli (A4C) nézetekbdl. A vizsgalatokat

az American Society of Echocardiography irdnymutatasai szerint végeztik el. A B-mod
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képalkotds mindségének optimalizdldsa érdekében a gyartd fokuszra, 2D erdsitésre,
képszélességre és mélységre vonatkozd ajanlésait alkalmaztuk. A szivfrekvenciat (HR, bpm)
az EKG monitorizalasbol szamitottuk oly modon, hogy 6t masodpercre jutd szivciklusokat
megszamoltuk ¢és ebbdl kalkuldltuk az egy percre vonatkoztatott atlagfrekvenciat. A
falvastagsagot és a BK atméroket M-modban, a papillaris izmok koz€pso szintjén, PSLAX és
PSAX nézetekbdl, a bal pitvari maximalis &tmérdt (mm), az aorta gyok atmérdt (mm) szintén
M-modu felvételekbdl mértiik. A végdiasztolés atmérét (EDD; mm) és a végszisztolés atmérdt
(ESD; mm), valamint az eliils6 és hatsé LV-falvastagsagot (LVAWd, LVAWs, illetve LVPWd,
LVPWs; mm) ¢és a kamrak kozotti szeptum vastagsagat (IVS; mm) a PSLAX M-modua
felvételeken az endo- és epikardialis hatdrok manualis jelolésével hataroztuk meg. A BK
térfogatat diasztoléban ¢és szisztoléban (EDV, illetve ESV; uL) a szoftver a kovetkezoképpen
szamitotta ki: (7,0/(2,4+EDD))*EDD?, illetve (7,0/(2,4+ESD))*ESD?. A BKEF (%)
100*(EDV-ESV)/EDV ¢érték szerint mértiik, frakcionalt rovidiilést (FS; %) pedig a kdvetkezd
képlettel szamoltuk: 100*(EDD-ESV)/EDD. A pulzustérfogatot (uL) az EDV-ESV
kiilonbségeként hataroztuk meg, a CO-t (ml/perc) pedig az SV és HR szorzatanak megfeleléen
becstiltiik. Az endokardialis falosszehuzodas kinetikdjanak mérésére az LVPW falan mért M-
mod képre illesztettiink egy egyenest €s ebbdl szamitottuk a meredekségnek megfeleléen a
sebességet (MVel; mm/s).

A diasztolés funkcidt pulzatilis hullamu dopplerrel (PWD) és szdveti doppler
képalkotéassal (TDI) értékeltiik apikalis 4 kamrai nézetekbdl a mitralis billentyd, illetve a
szeptélis anulusz magassdgaban. A PWD segitségével mértiik a transzmitrélis korai (MV E;
mm/s) €s késoi pitvari (MV A; mm/s) dramlasi csucssebességet, az MV E/A aranyt és az E-
hullam lassulési idejét (DecT; ms). Meghataroztuk az izovolumetrikus 6sszehtizodéasi 1dot
(IVCT; ms), a szisztolés ejekcios iddt (ms) €s az izovolumetrikus relaxacids id6t (IVRT; ms) a
BK-i iiregben, ahol mind a mitrdlis bedramlés, mind a BK-i kidramlas lathatova valt. A
miokardidlis teljesitmény indexet (MPI), a Tei-indexet pedig a kdvetkezoképpen hataroztuk
meg: (IVRT+IVCT/LVET(SET)). A szivciklus hosszat (CL; ms) az R-R tavolsagbol
hataroztuk, a szisztolé¢ idétartamat (ms) ET+HIVCT-nek tekintettilk, mig a diasztolé idejét
(DiastDur; ms) CL-SystDur-ként szamoltuk és vizsgéltuk a diasztolé/szisztolé idejének aranyat
is. Aorta dramlasi paramétereinek meghatarozasara is PWD modot hasznaltuk a modositott
szupraszternalis (aortaiv) nézetbdl. Az aorta sebesség-id6 integraljat (Ao VTI; mm), az atlag-
€s csucssebességet (Ao mean Vel, Ao peak Vel; mm/s), az atlag- és csticsnyomasgradienst (Ao
mean Grad, Ao peak Grad; mmHg) a szoftver a Doppler sugar hatdrainak automatikus
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kijelolésével szamitotta ki. Hasonloképpen, a tiidOartéria (PA) aramlasi paramétereit PA
sebesség iddintegral (PA VTI; mm), atlagos és csucssebesség (PA mean Vel, PA peak Vel,
mm/s), atlagos- €s csucsnyomasgradiens (PA mean Grad, PA peak Grad; mmHg) formajaban
hataroztuk meg. A tiidovénat egy modositott PSLAX nézet segitségével abrazoltuk. Megmértiik
a tiidévéna szisztolés (PV S; mm/s) €s diasztolés (PV D; mm/s) dramlasi sebességét, valamint
a PV pitvari reverse aramlas (AR) cstcssebességét (PV Ar; mm/s) és idotartamat (PV ARdur;
ms). A szeptalis gylriinél szoveti Doppler-képalkotast (TDI) végeztink a szdveti
csucssebességek értékelésére a szisztolés (s'; mm/s), valamint a korai (e'; mm/s) és a késoi (a';
mm/s) bedramlas sordn. Ezutan meghataroztak az E/e' aranyt. Minden egyes paraméter esetében

harom szivciklus atlagolasara keriilt sor (99).

4.2.3 Strain echokardiografia

A strain echokardiografiat az eldre felvett felvételekbdl offline végeztiik. A strain egy
szegmens kezdeti hossza €és a megvaltozott hossza kozotti kiilonbséggel irhato le, mig a strain
rate a deformécid valtozasanak sebessége egy adott idOtartam alatt. A hagyomdanyos
echokardiografia soran nagy képkockasebességli (>200 fps) B-mod felvételeket rogzitettiink,
mind a PLAX ¢és PSAX nézetb6l. A képeket lassitott felvételben (1/8) értékeltik a
reprodukalhatdsadg biztositasa érdekében. Az képek elemzése VevoStrain® kiterjesztéssel
felszerelt VevoLAB® szoftver segitségével (ver.5.6.0; FUJIFILM VisualSonics, Amszterdam,
Hollandia) tortént. A szoftver a felvett videdkat konfiguralhato lassitott ciklusokban jeleniti
meg, lehetévé téve a megfeleld elemzést még akkor is, ha a szivfrekvencia magas. A képeket
gondosan Ugy valasztottuk ki, hogy a szivizom hatarainak megfeleld vizualizacigjat biztositsuk.
Az endo- ¢és epikardialis hatarokat a szoftver segitségével félautomatikusan kovettiik, sziikség
esetén manualis bedllitassal modositottuk, hogy az egyes korvonalak megfelelé mindségli
kovetését elérjiik. A hosszanti €s radialis strain paramétereket a PLAX nézetbdl, mig a
cirkumferencialis strain paramétereket a PSAX nézet képeibdl értékeltiik, a papillaris izmokat
kihagyva. A kamra hatarait meghataroztuk, és a speckle-tracking rendszer a korvonalazott
kamra melletti korkoros teriileteket rendelte hozza. A szoftver algoritmusa a sebességet (V;
cm/s), az elmozdulast (D; mm), az alakvaltozast (strain, S; %) és az alakvaltozasi sebességet
(strain rate, SR; s-1) a kijelolt pontok minden egyes helyére a meghatarozott hatarteriiletet
kovetve becstilte meg (a hosszanti és radialis strain értékeket az endokardialis hataron). Az iv.

danicamtiv beaddsa utan elemeztiik a radidlis szisztolés csucs- és atlagsebesség értékeket
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(cm/s), a globalis longitudinalis straint (GLS; %), a globdlis cirkumfrencialis straint (GCS; %),
¢s Osszehasonlitottuk az egyes allatok kiindulasi értékeivel (92,95,100-102).

4.2.4 Elektrokardiografia

Az echokardiografids vizsgalatokkal parhuzamosan harom elvezetéses EKG
monitorizalast €s rogzitést végeztiink szubkutan elhelyezett elektrodak segitségével. Az EKG-
felvételek értékelésére a LabChart Reader v8.1.14 szoftvert hasznaltuk. Az értékelés soran a
kovetkezd paramétereket vizsgaltuk: szivfrekvencia, PQ-intervallum, QRS-id6, QT-id6,
korrigalt QT-intervallum, T-hullam amplitado. Az értékeléshez 5 egymast kovetd szivciklust

atlagoltunk minden egyes paraméterre vonatkozdan.
4.3 Alkalmazott gyogyszerek és anyagok

A kisérletek soran hasznalt OM-et az AdooQ BioScience-tol rendeltiik. A levosimendant
finn kollaboracids partneriink biztositotta. Az in vitro kisérletekhez az egyes gyodgyszereket
DMSO-ban oldottuk és 10 uM-os torzsoldatot készitettiink és -20°C-on taroltuk, majd ebbdl
tortént az egyes végkoncentraciok higitasa és a sejtek kezelése. Az in vivo kisérletekhez
hasznalt danicamtivot és az alkalmazéashoz sziikséges olddszer (10% DMSO/90% (20%
szulfobutil-éter-f- cyclodextrin (SBE-B-CD)) fiziologias so6oldatban) elkészitéshez sziikséges
vivéanyagot (SBE-B-CD) a MedChemExpress-t6l (NJ, USA) vasaroltuk.

4.4 Statisztikai elemzés

Az eredmények kiértékelése és grafikonok elkészitése a GraphPad Prism 9.0 szoftverben
tortént (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Az in vitro mérések soran az egyes
csoportokban a kisérletek szdma 7 és 11 kozott valtozott 6 kiilonbozd szivbol. A hattér
fluoreszcencia-intenzitasi szinteket a mérések végén egy szivizomsejt nélkiili régiobol nyertiik
¢s manudlisan kivontuk a fluoreszcencia-intenzitasokat. Tizennégy patkdnyt vizsgaltunk a
danicamtiv iv. kezelése el6tt €s utan. Minden kisérlet esetében a kapott eredményeket értékeltiik
a normalitds szempontjabol (Kolmogorov-Smirnov normalitdsi teszt), majd parositott t-
tesztekkel, vagy kozonséges egyiranyu ANOVA-val, vagy Kruskal-Wallis-teszttel értékeltiik
tobbszords Osszehasonlitassal, ahogyan az megfeleld volt. Az egyes adatokat atlag + SEM
értekekként adtuk meg. A statisztikai szignifikanciat p<0,05-nél fogadtuk el, a pontos p-

értékeket az eredmények részben tiintettiik fel.
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5 Eredmények

5.1 Invitro Kisérletek - Omecamtiv mecarbil, EMD-53998 és Levosimendan

5.1.1 Az OM és EMD csokkentette, mig a Levosimendan nem befolyasolja a nyugalmi
szarkomerhosszt

A OM kezelés hatasara a szivizomsejtek nyugalmi szarkomerhossza (RSL) dozisfiiggd
modon, jelentés mértékben csokkent 1,94+0,04 pm, 1,77+0,04 um, 1,62+0,05 um és 1,50+£0,05
pm, 0,03 uM OM, 0,1 uM OM, 0,3 uM OM ¢és 1 uM OM esetén vs. 1,96+0,01 pm (kontroll,
az SL valtozasok 0,1 pM-néal magasabb koncentraciok esetén p<0,05, 2A és 2D ébra). Az 1 uM
EMD szintén a nyugalmi SL szignifikans csokkenését idézte el6 (1,83+0,08 um, 2B és 2D 4bra,
p<0,05), mig a Levo nem befolyésolta azt (2C és 2D 4bra). Az IC nyugalmi Ca**-koncentraci6
valtozatlan maradt mind az OM, EMD vagy Levo kezelések soran (2A-C ¢és 2E ébra).

Omecamtiv mecarbil EMD 53998 Levosimendan
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2. abra Az OM, az EMD és a Levo eltér6 hatasa a szivizomsejtek nyugalmi szarkomerhosszara (RSL).
Az OM (A) és az EMD (B) is jelentésen csokkentette a nyugalmi SL-t az izolalt bal kamrai
szivizomsejteken. Az OM-et téringerlés nélkiil, kumulativ médon adtuk hozza a sejtekhez az egyes
koncentraciok eléréséig, mig az EMD-t és a Levo-t (C) egyetlen koncentracioban (1 uM) alkalmaztuk.
Az SL-t és az intracellularis Ca®’-koncentraciot egyidejiileg rogzitettiik. Az EMD, Levo és OM egyes
hozzaadott dozisait a nyilak jelzik. A nyugalmi SL csdkkent OM (A, D) és EMD (B, D) jelenlétében is,
mig a Levo nem befolyasolta azt (C, D). Mindezen valtozasok a Ca*" koncentracio véltozasa nélkiil

jottek létre (E) (*p<0,05 vs. kezelés el6tt, ahol az oszlopok az atlag = SEM értéket jelolik).
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5.1.2 Az OM, EMD és Levo eltéré6 modon befolyasolja a bal kamrai szivizomsejtek
kinetikai paramétereit kontrakcio és relaxacio soran

A szisztolés SL szignifikdnsan csokkent 0,03 uM, 0,01 uM, 0,3 uM és 1 uM OM
koncentraciok alkalmazasakor téringerlést kovetden (1,65+0,03 um, 1,53+0,03 um, 1,39+0,02
um €s1,3440,03 pm vs. 1,74+0,01 um (Kontroll), p<0,05 minden esetben, 3A ¢és 3G abra). Az
OM-hez hasonléan az EMD (1,51+0,03 um-re, p<0,05, 3B ¢s 3G abra) és Levo (1,63+0,03 um-
re, p<0,05 3C és 3G 4abra) is jelentdsen csokkentette a szisztolés SL-t. Az OM novelte a
frakcionalis szarkomerhossz-rovidiilést (FSL) 0,03 uM-os koncentracidoban (14,34+1,64% vs.
11,17+0,55%), de magasabb gyogyszerkoncentraciokndl nem volt ré jelentds hatissal, mig 1
uM-os koncentracioban az EMD és a Levo is szignifikdnsan ndvelte ezt a paramétert
(17,36+0,98% (EMD) és 17,02+0,80% (Levo) vs. 11,17+0,55%, p<0,05, 3A-C, 3G és 3H dbra).
A Ca*'-tranziensek amplitidoit egyik alkalmazott gyogyszer sem befolyasolta (3D-3F és 31
abra).
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3. abra Az OM, az EMD és a Levo hatdsa a szarkomerhosszakra és az intracellularis Ca**-tranziensekre
téringerlést kdvetden. Az OM-et (A) kiilonbdzé koncentracidkban (0,03 uM, 0,1 uM, 0,3 uM, 1 uM)
adtuk a kamraba. A stacionarius allapotot 5-8 percen beliil elértiik, majd ezt kovetéen a kontraktilis
paramétereket rogzitettik. Az EMD-t (B) és a Levo-t (C) egyetlen 1 puM-os koncentracidoban
alkalmaztuk. Az intracellularis Ca**-tranzienseket (D-F) a kezelések el6tt és utan (a jelzett gyogyszer-
koncentraciok mellett) kovettiik nyomon. A reprezentativ példak eredményei OM (A, D), EMD (B, E)
vagy Levo (C, F) jelenlétében lathatok. A szisztolés cstcs szarkomerhosszak (G), a szarkomerek
frakcionalt rovidiilésének (H), a Ca*'-tranziensek amplitidoinak (I) véltozésait oszlopdiagramokon
mutatjuk be, ahol az oszlopok az atlag + SEM értéket jelolik. A szignifikans kiilonbségeket csillagok
jelzik, ha p<0,05 vs. kezelés elott.

Az OM koncentracié ndvekedésével a kontrakcids idé progressziv megnyulésa volt
megfigyelhet6 (1,50+0,33 s, 2,31+0,21 s, 3,85+0,15 s €5 5,89+0,57 s, 0,03 uM, 0,1 uM, 0,3 uM
¢s 1 uM OM koncentracidban, vs. 0,95+0,05 s a kontroll, > 0,1 uM felett: p<0,05), mig az EMD
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¢s a Levo nem befolyasolta ezt a paramétert (4A abra). Az OM koncentracidé novekedésével
(0,03 uM, 0,1 uM, 0,3 uM és 1 uM) a kontraktilis valaszok, a kontrakciok (0,51+0,13 pm/s,
0,27+0,10 pum/s, 0,11£0,02 pm/s és 0,05£0,01 pm/s vs. 0,65+0,05 um/s) €s a relaxaciok
(1,12+0,30 pm/s, 0,29+0,06 um/s, 0,13+0,03 pm/s, 0,05+£0,01 um/s vs. 0,95+0,10 pm/s, vs.
kontroll, 4B ¢s 4C éabra) sebességének jelentds foku lassulasa volt megfigyelhetd. Az OM-lal
¢s az EMD-vel ellentétben a Levo ndvelte mind az Osszehuzddasok (4B é&bra), mind a
relaxaciok (4C 4bra) kinetikajat. A Ca®'-tranziensek idStartamat (4D 4bra), az IC Ca®'-
tranziensek felfutasainak (4E 4bra) ¢és lecsengésének kinetikdjat (amelyet a K

sebességallandoval jellemeztiink) egyik gyogyszeres kezelés sem befolyasolta (4F abra).
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kinetikajara. Az Osszehizodasok idétartama (A) fokozatosan hosszabbodott az OM koncentracio
novekedésével, de valtozatlan maradt az EMD vagy a Levo alkalmazasa soran. Az Gsszehtizodasok
kinetikaja (B) a magasabb OM koncentraciok (0,3 uM és 1 uM) hatasara lelassult. A relaxacios sebesség
szintén nagymértékben csokkent a magas OM koncentraciok esetén (C). Az intracellularis Ca**-
tranziensek id6tartamat (D) egyik szer sem befolyasolta. Az intracellularis Ca?'-tranziensek felfutasanak
kinetikaja (E) nem valtozott a kezelések soran. Az intracellularis Ca**-tranziensek lecsengése (K
sebességallando) (F) szintén valtozatlan maradt a gydgyszeres kezelések soran (p<0,05 vs. kezelés elott,

az oszlopok az atlag = SEM értéket jelolik).
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5.1.3 Az OM egyedi modon valtoztatja meg a Ca?*- szarkomerhossz osszefiiggést

A kontraktilis valaszok és az IC Ca*"-tranziensek kozotti kapcsolat tovabbi jellemzése
érdekében a SL-t az IC Ca?"-koncentracid fiiggvényében abrazoltuk (5. abra). Ezek a Ca?*- SL
(4A abra). A 0,1 uM, 0,3 uM vagy 1 uM OM alkalmazasit kovetden azonban a
hurokdiagrammok jelentdsen és fokozatosan lefelé tolodtak, ami arra utal, hogy a Ca®'-
érzékenyité hatds mind a szisztolés, mind a diasztolés IC Ca?’-koncentraciénal jelen van (5B,
5C és 5D abra). 1 uM EMD jelenlétében a Ca®*- SL dsszefiiggés hasonld volt, mint a 0,1 uM
OM alkalmazasa soran (SE 4bra). A Ca?"- SL kapcsolat a Levo jelenlétében a rdvidebb

szisztolés SL-ak felé tolodott, ami a szer szisztolé soran kivaltott Ca?*-érzékenyitd hatdsara utal

p
(5F abra).
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5.abra Az intracellularis (IC) Ca*" és a szarkomerhossz (SL) dsszefliggések valtozasai OM, EMD vagy
Levo kezelés hatasara. Az SL-értékeket az IC Ca**-koncentracid fiiggvényében abrazoltuk. Minden
panel esetében négy egymast kovetd szivciklus lathatd kezelés elott és utan. Téringerlés hatasara az IC
Ca*-koncentracid gyors novekedése volt megfigyelhetd, amelyet Osszehuzodas kovetett (SL
csokkenése). Bzt kovetden az IC Ca?" a diasztolés (alacsony) szintre 4llt vissza, amit relaxacio kovetett
(SL ndvekedése). A Ca’'- SL osszefiiggések az OM koncentracio novekedésével fokozatosan lefelé
tolodtak (A-D), ami a teljes szivciklus alatti Ca?*-érzékenyitd hatasra utal. Az EMD 4ltal kivaltott Ca**-
érzékenység hasonlo volt a 0,1 uM OM altal kivaltotthoz (E). A Levo nem valtoztatta meg a diasztolés

SL-t, de fokozta az SL csokkenését a szisztolé soran (F).

31



5.1.4 A diasztolés és szisztolés szarkomerdinamika kolcsonhatasainak vizsgalata

A harom szer kiilonb6z6 hatasmechanizmusainak szemléltetése érdekében a szisztolés
valaszok paramétereit az OM, EMD vagy Levo kezelések soran a megfeleld diasztolés SL
fliggvényében fejeztilk ki. Ez a megkozelités igazolta az OM ¢és az EMD hatasai kozotti
hasonlésagokat, kiilonosen, amikor a diasztolés €és a szisztolés SL (6A abra), vagy az
0sszehuzodasi idétartamok (6B abra) kozotti 6sszefiiggéseket elemeztiik. A diasztolés SL-FSL
Osszefiiggések ugyanakkor az OM ¢és az EMD hatasmechanizmusa kozotti kiilonbségre hivtak
fel a figyelmet (6C abra). A Levo mellett valtozatlan diasztolés SL a szer OM-t6] vagy EMD-

t61 eltéré Ca’*-érzékenyitd hatasara utal (6A-C dbra).
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6. abra A szisztolés paraméterek ¢és a diasztolés szarkomerhossz (SL) 0sszefiiggései. Mind a szisztolés,
mind a diasztolés SL értékek csokkentek az OM koncentracido novekedésével és az EMD hatasara,
azonban a Levo csak a szisztolés értéket befolyasolta (A). A kontrakciok idétartama nétt az OM
koncentracidé novekedésével és az EMD kezelést kovetden, de nem valtozott a Levo alkalmazasa utan
(B). A frakciondlis szarkomer rovidiilés nem valtozott, a diasztolés SL csokkent OM kezelést kovetden,

azonban EMD és Levo hatasara nétt (C).
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5.2 In vivo Kisérletek - Danicamtiv

5.2.1 A danicamtiv csokkenti a végszisztolés atmérot, de nem befolyasolja a

végdiasztolés atmérot

A danicamtiv miokardialis funkciora kifejtetett hatasait echokardiografiaval kovettiik
nyomon altatott patkanyokban (7A-D abra). 2 mg/kg danicamtiv iv. beadasa utan a BK-i ESD
jelentds csokkenését (2,93+0,17 mm vs. 3,76+0,11 mm, p<0,001, 7D) tapasztaltuk, azonban a
BK-i EDD nem valtozott (7,56+0,12 mm vs. 7,74+0,26 mm, p=0,45) (reprezentativ M-mod
abrak: 7A és B).

Danicamtiv kezelés elott Danicamtiv kezelés utan
Bal kamrai végdiasztolés atméré (EDD) Bal kamra végszisztolés atméré (ESD)
104 59 *
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F 2
*
94 11
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a 81 2 o 31 K N by 2
a -~ w ® "= 10
w \ _L 0 P w J": <
7 3 24 3
R » .2
Konltroll Danlclamtiv Daniclamiiv Kanlirou Danlclamtiv Daniclamiiv
vs. Vs,
Kontroll Kontroll

7. abra A danicamtiv hatasa az bal kamrai (BK) méretekre a szivciklusok soran. Patkany BK-rol késziilt
parasternalis hossztengelyi metszet (PLAX) reprezentativ M-mdda echokardiografias felvételei az iv.
danicamtiv kezelés el6tt €s utan (A, B). A danicamtiv hatasara az EDD nem valtozott, de az ESD
jelentosen csokkent (C, D). Az abra jobb oldalan az egyéni kiilonbségek lathatok. A kdzépso vizszintes
vonal jelzi a kiilonbségek atlagat, mig az ezzel egybeesé vékonyabb fekete vonal (ezen, és a tobbi
hasonl6 grafikonon) a danicamtiv utani mérések atlagat mutatja. A masik sziirke vonal a kezelés eldtti
mérések atlagat mutatja. Az abra jobb oldalan a fiiggdéleges vonal és a két rovidebb vizszintes vonal a
95%-o0s konfidencia intervallumot jelzi, mely, ha nem érinti a 0 értéket, akkor statisztikailag szignifikans

kiilonbséget jelez.
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5.2.2 A danicamtiv javitja a bal kamrai kontraktilitast

A relevans BK-i kontraktilis paraméterek, beleértve az BKEF-t (89,36+0,99% vs.
79,76+1,24%, p<0,001), a FS-t (63,57+1,47%, vs. 50,58+1,30%, p<0,001) és a SV-t
(290,56+20,26 ul vs. 243,89+£10,07 ul, p=0,012) szignifikansan javultak a danicamtiv kezelést
kovetden (8A-C éabra). Emellett a CO is jelentdsen nott (72,45+5,04 ml/perc vs. 61,40+2,99

ml/perc, p=0,026) (8D abra), ami alatdmasztja a gyogyszerjelolt pozitiv inotrop hatasat.
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danicamtiv alkalmazasakor a kiindulési értékektol vald szignifikans kiilonbségeket csillagok jelzik. (A

panelek felépitése megegyezik az 7C-D &bran szereplokkel).

5.2.3 A diasztolé és szisztolé idétartama megvaltozik danicamtiv hatasara

A danicamtiv szivciklus kiilonb6zd idOtartamaira kifejtett hatsat is megvizsgaltuk,
mely soran mind a szisztol¢ idétartama (106,00+£3,30 ms vs. 88,64+1,83 ms, p=0,0001) (9A
abra), mind a SET szignifikans megnyulasat tapasztaltuk (87,14+3,05 ms vs. 72,28+1,53 ms,
p<0,001) (9B abra) Az echokardiografiaval mért paraméterekbdl kalkulalt diasztolés idétartam
szignifikdnsan csokkent (133,00+£4,66 ms vs. 152,20+4,19 ms, p=0,008) (9C abra), amit a
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diasztolés ¢és a szisztolés idotartam ardnyanak jelentds csokkenése kisért (1,28+0,07 vs.

1,73+0,06, p <0,001, 9D 4bra).
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9. abra A danicamtiv novelte a szisztolé és csokkentette a diasztolé idétartamat. Tovabba elny(jtotta
szisztolés ejekcios idot, a diasztolés és szisztolé aranyat felboritotta (A-D). A danicamtiv
alkalmazasakor a kiindulasi értékekt6l valo szignifikans kiilonbségeket csillagok jelzik (A panelek

felépitése megegyezik az 7C-D abrakkal).

5.2.4 A kontrakcio kinetikaja jelentosen lassul, azonban a bal kamrai strain
paraméterek javulnak a danicamtiv kezelést kovetéen
A danicamtiv hatdsat a szivizomdsszehuzddas dinamikajara strain echokardiografia
segitségével részletesebben is megvizsgaltuk. A BK-i radialis szisztolés cstcssebesség
(2,67+0,17 cm/s vs. 3,50+0,13 cm/s, p<0,001, n=9, 10A &bra) és az 6sszehuizddasi sebesség
(M-moédban mért meredekség) (2,30+0,11 cm/s vs. 3,32+0,23 cm/s, p=0,008, n=10, 10B dbra)
szignifikans csokkenése volt megfigyelhetd. A danicamtiv kezelés hatdsdra azonban, mind a

globalis longitudinalis strain (-33,27+1,45% vs. -24,22+1,30%, p<0,001, 10C &bra), mind a
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globalis cirkumferencialis strain (-59,29+3,36% vs. -54,58+3,28%, p=0,015, 10D abra)
paraméterek szignifikansan csokkentek, ami az BK szisztolés funkcid javuldsara utal. A
danicamtiv kezelések sordn kialakult aorta- vagy pulmondlis artérids atlag- ¢és

csucssebességekben, illetve atlag- és csucsgradiensekben nem volt szignifikans valtozas (1.

tablazat).
Radialis szisztolés cslcssebesség Osszehuzodas sebessége (M-mod)
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10. abra Az echokardiografiaval mérhet6 bal kamrai 6sszehtuzodast jellemz6 kinetikai, illetve strain

chokardiografias paraméterek. (A panelek felépitése megegyezik a 7C-D abrakkal).
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P érték

Paraméterek I%::n:tli(:‘l)l Dz}ziiaﬁ;iv (Kontroll vs.
Danicamtiv)
Echokardiogrdfia
BK térfogat— szisztolé (uL) 61,53 +£423 35,7+4,77 <0,001
BK térfogat—diasztolé (uL) 3054+ 11,2 326,1 £23,9 0,327
BK anterior falvastagsag—szisztolé (mm) 3,17+ 0,09 3,49+0,14 0,034
BK anterior falvastagsdg—diasztolé (mm) 1,76 £ 0,22 1,65+0,26 0,171
BK posterior falvastagsag—szisztolé (mm) 3,24+0,12 3,69 + 0,09 0,003
BK posterior falvastagsag—diasztolé (mm) 1,93 £0,08 1,92 £ 0,08 0,867
Aorta szisztolés cslicssebesség (mm/s) 899,3 + 35,7 936,7+41,2 0,276
Aorta szisztolés atlagsebesség (mm/s) 547,8 +£29,8 511,1+354 0,213
Aorta csucsnyomdasgardiens (mmHg) 3,30+ 0,26 3,59+0,31 0,248
Aorta atlagnyomasradiens (mmHg) 1,30+ 0,15 1,11+0,17 0,178
Pulmonalis véna pitvari reverz aramlasi sebesség 1367+ 114 201.1 < 24.9 0,008
(mm/s)
Pulmonalis .Vé”na pitvari reverz aramlas 2027+ 0,77 28.10+ 2,24 0,004
id6tartama (ms)

Mitralis E hullam lassulasi id6 (ms) 57,57+2,53 51,09 + 2,63 0,134
Mitralis billentyl szeptalis e’ (mm/s) 40,47 £ 2,44 36,36 +2,36 0,051
Mitralis billentyll szeptalis a’ (mm/s) 3521+ 1,74 4224 +£227 0,070

Mitralis billentyu szeptalis e’/a’ 1,21+0,11 0,874+ 0,10 0,014

Tei index 0,60 £+ 0,04 0,50+ 0,03 <0,001

E/e’ arany 18,79 £ 1,31 19,53 £ 1,69 0.549

Izovolumetrikus 6sszehuzodasi id6 (ms) 14,50 £ 0,53 14,50 + 0,91 0,999

Izovolumetrikus relaxacios id6 (ms) 27,79 £ 1,77 28,71 £2,22 0,450
Elektrokardiogrdfia

Szivfrekvencia (bpm) 251+ 15 249 + 14 0,715

PQ intervallum (ms) 48 + 4 51+4 0,245

QRS idétartam (ms) 17£3 172 0,869

QT intervallum (ms) 42+2 42+1 0,577

T hullam amplitad6 (mV) 0,13 +0,02 0,13 +0,03 0,477

1. tablazat Tovabbi echokardiorafiaval és elektrokardiografidval mért eredmények.
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5.2.5 A danicamtiv diasztolés diszfunkciot okoz

A danicamtiv hatdsara a korai (E) transzmitralis bedramlési sebesség szignifikansan
csokkent (645,92+29,17 mm/s vs. 720,92+11,87 mm/s, p=0,013), a késdi (A) transzmitralis
bearamlasi sebesség pedig jelentdsen novekedett (506,93+37,81 mm/s vs. 379,24+19,00 mm/s,
p=0,003, 11A-D abra). Az E/A arany ennek megfeleléen jelentdsen csokkent (1,97+0,10 vs.
1,38+0,10, p=0,0003, 11E abra), amely a BK-i t6ltényomas emelkedését jelezheti. A szdveti
doppler (TDI) sebességek (azaz a mitralis billentyli szeptumanak korai (a') és késoéi (e') szoveti
sebességei) a mitralis E és A hulldm sebességéhez hasonloan valtoztak (1.tablazat). A TDI e'/a’
arany valtozéasai tovabb erdsitik a danicamtiv beadasakor megvaltozott mitralis bedramlési
mintazatot. Mindazonaltal az izovolumetrids relaxacios id6 (IVRT) ezzel egy iddben
valtozatlan maradt. Ezen tulmenden a pulmonalis véna pitvari reverz aramlasi sebességének
(201,10+£24,85 mm/s vs. 136,70+11,35 mm/s, p=0,008) és az aramlas iddtartamanak
(28,10+£2,24 ms vs. 20,27+0,77 ms, p=0,004) jelentds novekedése volt megfigyelhetd (1.
tablazat), ami a BK diasztolés funkcidjanak romléasat és a bal pitvar kontrakcio erdsségének

fokozodasat jelezheti.
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11. abra A danicamtiv hatasa a diasztolés funkciora. A mitralis billentytinél pulzatilis hullamt Doppler

képalkotast hasznaltunk a korai és késOi pitvari bedramlas ardnyanak (E/A) meghatarozasara

(reprezentativ egyéni felvételek az A panelen a kontroll €s a danicamtiv kezelést kdvetden a B panelen).

A danicamtiv negativan befolyasolta a patkanyok BK-i diasztolés funkcidjat (C-F). (A panelek

felépitése megegyezik az 7C-D abra megfeleld részeivel).



6 Megbeszélés

6.1 Az omecamtiv mecarbil pozitiv inotrop és diasztolés diszfunkciot joslo hatasa in

vitro

Az altalunk végzett in vitro vizsgalatban enzimatikusan izolalt, intakt
membranrendszerrel rendelkezdé kutyabodl szarmazo szivizomsejteken szamos hasonldsagot €s
jelentds kiilonbségeket azonositottunk az OM, az EMD és a Levo kontraktilis funkciora kifejtett
hatasai k6zott. Eredményeink alapjan az OM pozitiv inotrop hatdsanak hatterében elsdsorban
az 0sszehuzodasok idejének megnyulasa, nem pedig a kinetikai paraméterek gyorsulasa, vagy
a frakcionalt szarkomerhossz-rovidiilés novekedése all.

Kutatdsunk soran megallapitottuk, hogy az OM, az EMD és a Levo az IC Ca*'-
tranziensek jelentds valtozdsdnak hianyaban is markans valtozasokat idéz eld a szivizomsejtek
Osszehuzodasaiban ¢és relaxacidiban, ami mind a harom vegyiilet esetében arra enged
kovetkeztetni, hogy valamilyen fokban ndvelik a szivizomsejteknek a Ca®’-érzékenységét.
Ugyanakkor a Ca?"-érzékenység fokozodasahoz vezetd mechanizmusok az OM, az EMD és a
Levo esetében bizonyos fokban kiilonbozdek, és ennek megfelelden eltérd tipust kontraktilis
vélaszokat eredményeztek. Mivel a Levo és az EMD is gétolja a PDE3-at, a véltozatlan IC Ca?'-
szint ezen szerek jelenlétében potencidlisan azzal magyarazhato, hogy ezek a szerek az altalunk
alkalmazott koncentraciokban a tobbi (PDE3-on kiviili) PDE izoformat kutya
szivizomsejtekben nem gatoljak (71,103,104).

Az OM alacsony (diasztolés) IC Ca?*-koncentracié esetén a szivizomsejtek SL-
csokkenését idézte el téringerlés hianydban is. A SL-csokkenés mértéke hasonld volt
téringerlést kovetden a stimulalt szivizomsejtekben mérhetd diasztolés SL-hoz, ami arra utal,
hogy az aktin-miozin kdlcsdnhatas OM-fiiggd aktivalasahoz nem volt sziikség Ca**-ra. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak a nyulbol szarmazé szivizomsejtek bazalis miozin ATPaz
aktivitasanak novekedésével OM-kezelést kovetden (77), valamint a patkdnyokbdl nyert
permeabilizalt szivizomsejteknek diasztolés Ca**-szintek mellett 1étrejové izometrikus erejének
a fokozddasaval (105). Megjegyzendd, hogy a szivizomsejtek passziv fesziilésének ndvekedése
jelentdsen hozzajarul a BK-i diasztolés diszfunkcio kialakuldsahoz HFpEF-ben szenvedd
betegekben (106). Az OM-hez hasonléan az EMD is cs6kkentette a nyugalmi SL-t, ami a két,
miozinhoz k6tddd, azt szelektiven befolyasold szer esetében hasonlosagot mutat, mig a vékony
filamentumra szelektiv Levo esetében eltér. Vizsgaltunkbdl az is tisztdn lathatd, hogy a

diasztolés ¢és szisztolés SL-ok, valamint a kontrakcios idotartamok csokkenése szoros
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Osszefliggést mutat a novekvé OM koncentraciokkal. A diasztolés SL csokkenése felelds azért,
hogy magasabb OM koncentraciok esetében a frakcionalt szarkomerhossz-rovidiilés nem
mutatott jelentds novekedést annak ellenére, hogy a szisztolés szarkomerhosszak jelentésen
csokkentek, tehat eredményeink alapjan a frakcionalt szarkomerhossz-rovidiilés novekedését
az OM altal kivaltott nyugalmi SL-csokkenés korlatozhatja magasabb OM koncentracidknal
(105).

Az altalunk alkalmazott OM koncentraci6 tartomanyaban (0,01-1 uM), mely megfelelt a
klinikai tanulmanyokban alkalmazott OM-plazmaszintekkel, a nyugalmi SL csokkenését
tapasztaltuk (87,107,108). Az OM multicentrikus, placebo kontrollos, III. fazis klinikai
vizsgalataban (GALACTIC-HF) a gydgyszer plazma szintje szerinti dozistitralasi stratégiat
alkalmaztak. A cél a legalabb 200 ng/ml-es (0,5 pM) plazmakoncentraci6 elérése és az 1000
ng/ml (2,5 uM) feletti koncentracid elkeriilése volt. Fontos megjegyezni, hogy korabbi
kisérletek soran a >1200 ng/ml-es (3 uM) OM koncentracié (hdromszor magasabb, mint az in
vitro kisérleteinkben alkalmazott maximalis koncentracio) esetén a szisztolés iddtartam jelentds
megnyulasat tapasztaltak, mely diasztolé sordn a koronaria keringés romlasahoz, potencialisan
miokardidlis iszkémia kialakuldsdhoz vezethet (74,109). Az OM Allatkisérletekben és human
tanulmanyokban egyarant a SET novekedését okozta (81,87,107,108). Az elsé emberen
végzett, doziseszkalacids vizsgalatban az OM doézistiiggd mdédon novelte a SET-t, a SV-t, FS-t
¢s a BKEF-t is. A SET megnyujtasa a gyogyszer egyik legjelentdsebb hatasa: a szer alacsony
citoplazmatikus Ca**-koncentracié mellett is fenntartja a kontrakciot. Annak ellenére, hogy az
in vitro erdkifejtés kinetikdja lassult, az OM in vivo nem befolydsolta az iddegység alatt
1étrejové nyomasvaltozads maximumat (dP/dtmax), ami arra utal, hogy az OM farmakokinetikai
tulajdonsagai in vitro és in vivo eltérdek lehetnek (81).

A szivizomsejtek 0sszehuzddéasainak id6tartama majdnem hatszorosara nétt magas OM
koncentraci6 mellett, ami - a vékony filamentumok inaktivalodasanak késleltetése és az erdsen
kotddo kereszthidak szamanak novekedése miatt - a Kkontraktilis rendszer elhizodo
aktivalodasara utal (110,111). Kordbbi tanulményunkban permeabilizalt patkany
szivizomsejteken megfigyeltiik, hogy mind a félmaximalis kontrakcié elérésé¢hez sziikséges
iddtartam (¢;,2), mind pedig az aktin-miozin kereszthidak kinetik4jat jellemz6 sebességi allando
(ki) jelentdsen novekedett, mely - dsszhangban jelen megfigyeléseinkkel- szintén a miozin
filamentumok csokkent in vitro motilitasara utal (105,112,113). Osszességében az OM altal
kivaltott Ca®*-érzékenység-fokozodas hozzajarulhat az erdsebb, lassabb és elhuzodo
0sszehtizodasokhoz.
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Fontos megemliteni, hogy az OM altal kivaltott kontrakcids iddtartam-névekedés nem
volt megfigyelhetd az EMD alkalmazasa soran, mely a szerek miozin molekulan 1évé eltérd
kotohelyeikkel magyarazhato. Az OM kotéhelye a miozin S1 doménjén valdszintileg az aktin-
koto feliilet €s a nukleotid-kotd zseb kozelében 1€vo hasadékban talalhato. Ez a hely feltehetéen
idealis a szivizomzat miozin motorjdnak mind az enzimatikus, mind a mechanikai
miozin S1 doménen 1évo kotdhelyével, ennek ellenére az EMD adagolésa szintén képes ndvelni
a miozin ATPaz aktivitasat (70,72,73,79).

Jelen vizsgalatban az OM hatdsara az intakt szivizomsejtek relaxacidja jelentésen
csOkkent, kiillondsen magasabb (0,3 ¢s 1 uM) koncentracioknal, az EMD vagy a Levo
ugyanakkor azt csak kismértékben befolyasolta. Ez Osszhangban van korabbi vizsgalatunk
eredményével, mely soran az OM jelentésen megnyujtotta a permeabilizalt patkany
Szivelégtelenségben a szivizomsejtek Ca®'-homeosztazisanak zavara elsésorban a SR
megvaltozott miikodésére vezethetd vissza: a SERCA csokkent aktivitasanak kovetkeztében
csokken a citoplazmatikus Ca®*-visszavétel (53). Eredményeink alapjan a relaxacid mar
alacsony OM koncentracioknal (0,1-0,3 pM) is karosodott, ez a hatds magas OM
koncentracional (1 uM) még kifejezettebb. Szivelégtelenségben az OM-altal kivaltott
diasztolés diszfunkciot az emelkedett nyugalmi IC Ca®’-szint potencialisan sulyosbithatja. A
diasztolés funkci6 romlasat - amelyet az izovolumetrikus relaxéaci6 idéallandojanak (t) és a BK-
nyomascsokkenés sebességének (dP/dtmax) csOkkenése tiikkroz - mar kordbban kimutattak
térfogat-tulterhelés SzE modelljében patkdnyokban intravénds OM kezelés soran (114).
Ugyanakkor egészséges onkéntesekben az OM nem rontotta a diasztolés funkciot az utdbbi
vizsgalatban alkalmazott koncentraciohoz hasonlé plazmakoncentracidban. Az OM esetleges
diasztolés diszfunkciot okozd hatasit COSMIC-HF tanulményban is vizsgaltak. A post-hoc
elemzés soran az IVRT novekedése igazolodott az E/A arany, vagy az E-hullam valtozéasa
nélkiill. A GALACTIC-HF-ben a diasztolés funkciot részletesen nem vizsgaltak, ez lehetévé
tette volna a szer per os alkalmazasa soran a diasztolés funkcidban bekovetkezd valtozasok
jellemzését HFrEF-ben szenvedd betegekben.

Annak ellenére, hogy az OM, az EMD és a Levo sem véltoztatja meg az IC Ca**-
tranzienst, az egyes szerek kiilonbozé modon befolyasoltak a Ca**- SL sszefiiggést. Az OM
magas koncentracioban jelentdsen csokkentette a SL-t, ezaltal diasztolés rovidiiléshez és
elhtizodo relaxacidhoz vezetett. Az EMD szintén a nyugalmi SL csokkenését eredményezte, de
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a relaxacios kinetikat nem befolyasolta. Az OM-lal és az EMD-vel ellentétben Levo kezelés
soran a karos hatdsok egyike sem volt megfigyelhetd. Az OM mellett tapasztalt jelentds
nyugalmi SL-csokkenés parhuzamba allithatdo a klinikai vizsgalatokban megfigyelt BK-i
diasztolés atmérd csokkenéssel. Ez a tényez6 hatassal lehet FS-re magas OM koncentracioknal
¢s befolyasolhatja a BKEF meghatarozéasat is. Az OM szivizomsejtek nyugalmi SL-ra és
relaxacios kinetikajara kifejtett karos hatasai a OM-plazmaszint rendszeres meghatarozasanak

fontossagara és sziikségességére hivjak fel a figyelmet a szer klinikai alkalmazasa soran.

6.2 A danicamtiv szisztolés és diasztolés funkciora kifejtett hatasa in vivo

In vivo vizsgélataink fokuszéban egy eddig kevésbé ismert, 0 tipusi miozin-aktivator, a
danicamtiv allt. Eredményeink hozzdjarulnak a szer szisztolés és diasztolés funkciora kifejtett
hatasainak pontosabb megismeréséhez, tovabbi vizsgalatok tervezéséhez, mely a hatéoanyag
klinikai alkalmazasa szempontjabol is relevans lehet.

A célzott, betegségmodositod terapidk a jelenlegi SzE irdnyelvekben a kardiomiopatidk
kezelésére szolgald 1j stratégidkként jelennek meg (10). A mavacamten nevii miozin-inhibitor
a szivizomsejtek hiperkontraktilis allapotanak befolyasolasaval a hipertrofids kardiomiopatia
remodellacigjat is mérsékelheti (115,116). A dilatativ kardiomiopatiara (DCM) azonban a mai
napig nincs specifikus terapia. Ez a tény és az OM-lal szerzett tapasztalatok 0sztonozték a
masodik miozin-aktivétor, a danicamtiv kifejlesztését és a klinikai kiprobalasat (89,115).

A direkt miozin-aktivatorok kotOhelye a B-miozin nehézlanc S1-doménjén talalhatod a
kutya és ragcsalo szivizomzatban egyarant. Fontos megjegyezni, hogy a szivizomsejtekben a
danicamtiv (az OM-hoz hasonléan) nincs hatéssal az IC Ca®*-tranziensekre, ami arra utal, hogy
kizarolag a fenti hatasmechanizmus felelds a kardiotonikus hatasaért. Ebbdl kovetkezik, hogy
a danicamtiv altal kivaltott kontraktilis valaszok kutyakban és patkanyokban kozel hasonldak
lesznek az OM-hoz (117). Mivel a modern echokardiografids technikak kivalé6 mindségli
képalkotést tesznek lehetévé kisemldsokben, méréseinket patkanymodellen hajtottuk végre
(118).

A HFrEF-ben lejatszodo patofiziologiai folyamatok a kontraktilitds jelentds
csokkenéséhez vezetnek, ami a pulzustérfogat csokkenésével jar (119). A pozitiv inotrép
szereket tobb évtizede alkalmazzak a pumpafunkcid javitasa érdekében, mind akut, mind
kronikus HFrEF-ben (77,120,121). A hagyomanyos pozitiv inotrop szerek hosszli tdvon novelik
az IC Ca?*-szintet, az oxigénfogyasztast és a mortalitast is (64,122,123). Ezzel szemben a direkt

miozin-aktivatorok allosztérikus hatést gyakorolnak a miozin ATP4z-ra, igy valtozatlan IC Ca*"
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-tranziens esetén tobb aktin-miozin interakci6 alakulhat ki, ez a mechanizmus pedig feltehetéen
elkeriili a fenti mellékhatasokat.

In vivo tanulmanyunkban atfogd echokardiografias elemzéssel kimutattuk, hogy a
danicamtiv jelentdés hatast gyakorol, mind a szisztolés, mind a diasztolés funkciora
patkanyszivekben. A fenti adatok és a sziv S1 miozinjan OM ¢és danicamtiv alkalmazasaval
végzett preklinikai vizsgalat eredményei arra utalnak, hogy a miozin ATPé4z sebességét még
diasztolés Ca®*-szint mellett is ndvelik a direkt miozin-aktivitatorok (116,124).

A BK-i kontraktilitast jellemz6 paraméterek koziil danicamtiv hatasara jelentdsen javult
az EF és az FS, tovabba a non-invazivan meghatarozott SV, igy kovetkezményesen a CO is.
Ezen kedvez6 hatasok Osszevethetéek az OM-lal (74). Ellentétben az OM-lal, amely human
alkalmazas soran az EDD-t és az ESD-t is csokkentette (74), a danicamtiv csak az ESD-t
csOkkentette, az EDD-t nem befolyasolta jelentds mértékben patkanyszivekben. Ezek az
eredmények O0sszhangban vannak a szivelégtelen kutydkon végzett preklinikai adatokkal, és
részben egy féazis Ila klinikai vizsgdlat eredményeivel is, ahol az EDD kevésbé tiint
érzékenynek a danicamtivra, mint az ESD (90). Egy nemrégiben human mesterséges
szivizomszOveten a danicamtiv és az OM hatésait dsszehasonlitd vizsgalatban a danicamtiv
hatasara a szisztolés funkciot jellemzd paraméterekben kifejezettebb javulas volt megfigyelhetd
a relaxaciohoz képest (94). A megnovekedett BK-i toltdnyomast koztudottan a pitvari
kontraktilis funkci6 novekedése kompenzalja. A danicamtiv esetében ezt a jelenséget jol
tiikrozte a transzmitralis A-hulldm jelentds ndvekedése, az E-hullam, az E/A ardny, valamint a
szoveti dopplerrel mért e’/a’ arany jelentds mértékli csokkenése.

A GALACTIC HF vizsgalatban az OM-kezelés hatasdsra a szivirekvencia
kisméretékben csokkent, melyet a javuld kontraktilis funkcid kovetkeztében létrejovo pozitiv
hatasokkal hoztak Osszefliggésbe. In vivo kisérleteinkben, hasonléoan az ATOMIC HF, a
COSMIC-HF és a danicamtivval végzett fazis Ila vizsgalathoz, a szivfrekvencia nem véltozott.
Ahogyan az OM-lal végzett nagy klinikai vizsgalatokban is igazoltadk, a SET novekedése a
miozin-aktivatorok egyik specifikus hatasa (77,124). Kisérleteink sordan a valtozatlan
szivfrekvencia mellett megjelend SET megnyulasa eredményezte a szisztolés idGtartam
novekedését. Ennek kovetkeztében a diasztolés iddtartam rovidill, igy a diasztolés és a
szisztolés idOtartam ardnyanak valtozasa potencialisan hatassal lehet a koronaria perfuziora. Az
OM human fazis II. és III. vizsgalatokban megfigyelt hatasaival ellentétben patkanyszivben az
izovolumetrias 6sszehuzddasi 1dot (IVCT) és az IVRT-t a danicamtiv nem befolyasolta. A
danicamtiv fazis Ila vizsgalataban csak extrém magas dézisok (>3500 ng/ml) esetében figyelték
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meg az [IVRT megnyulésat (90). A SET névekedése egyiitt jart a miokardialis teljesitményindex
(Tei-index) javulasaval.

Fontos megjegyezni, hogy a strain echokardiografiat kiilondsen kisallatokban ritkdbban
alkalmazzak, bar nagyon érzékeny modszer a BK funkcid valtozasainak kimutatdsara. A
szivizom sebesség €s a strain TDI-vel is mérhetd, bar a speckle tracking 2D-strain-t jobb
technikanak tartjdk, mivel a TDI-vel ellentétben a kapott eredmények szogfiiggetlenek.
Altaldnossagban elmondhatd, hogy a 2D-strain segitségével nyert adatok jo korrelaciot
térfogatanak elemzésének arany standard modszerével (125). Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy
a danicamtiv jelentésen csokkenti a szivizom 0sszehuzodasi sebességét, amit egy 2D-strain
paraméter, a radidlis szisztolés csticssebesség jelentds csokkenése is megerositett. A PLAX-ban
nyert M-mdd képen az Osszehuzddas felszalloszarara illesztett egyenes meredeksége is
csOkkent, amely szintén megerdsiti, hogy a szivizomosszehuzodas kinetikdja lassult. Emellett
ugy tlinik, hogy a 2D-strain echokardiografia érzékenyebb modszer a BK funkcié pontos
meghatarozasara, mint az EF klasszikus modszerekkel torténé mérése (101,126). Kimutattak,
hogy a GLS vagy a GCS korabban jelzi a szisztolés diszfunkciot még akkor is, ha az EF normal
tartomanyban van. Jelen vizsgalatunkban a danicamtiv BK szisztolés funkciora gyakorolt
hatasait nemcsak a standard modszerekkel (EF, FS, SV, CO), hanem 2D-strain
echokardiografiaval is értékeltiik. A danicamtivval kezelt patkanyszivekben szignifikdnsan
alacsonyabb (negativabb) GLS és GCS értékeket mértiink, ami tovabb erdsiti a gyogyszer BK
kontraktilitasra gyakorolt pozitiv hatasat.

Kisérleti eredményeink szivelégtelenségre torténd extrapolalhatosagat korlatozhatja az
a tény, hogy vizsgalatainkat egészséges allatokon végeztiik. Ugyanakkor adataink 6sszhangban
vannak a szivelégtelenség kutyamodelljében és a danicamtivval végzett Ila fazist vizsgalatban
megfigyelt eredményekkel.

Osszességében elmondhatd, hogy az OM és a danicamtiv szivre gyakorolt hatisai
hasonldéak: mindkét vegyiilet javitja a bal kamra szisztolés funkciojat, ugyanakkor
alkalmazasukkor diasztolés diszfunkcio kialakuldsaval is szamolnunk kell. A danicamtiv OM-
lal szembeni elénye, hogy nem befolydsolja az IVRT-t és a IVCT-t, valamint nem valtoztatja
meg az EDD-t sem.

A danicamtiv az OM-hez hasonloan a Ca?*-homeosztazis befolyasolasa nélkiil javitja a
BK-i szisztolés funkciot. Vizsgalatunk soran pitvari aritmia, malignus kamrai ritmuszavar, vagy
vezetési zavar megjelenését nem tapasztaltuk, amely szintén tdmogatja azt a tényt, hogy a
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danicamtiv mentes a konvencionalis pozitiv inotrop szerekre jellemzé mellékhatasoktol. Fontos
megjegyezni, hogy kutatdécsoportunk egy korabbi in vivo vizsgélata sordn, ahol szintén
egészséges patkanyokon alkalmaztunk OM-kezelést, egy ugynevezett alternald
elektromechanikus jelenség alakult ki, amelyet a danicamtiv esetében nem tapasztaltunk. Ezt
ugy definidltuk, hogy a normalis ¢és a kisebb volumenli vagy hianyzo ejekciok kozotti
oszcillacio volt megfigyelhetd, iitésrdl titésre. Az alternalod kontraktilis diszfunkcio részleges
vagy teljes forméaban manifesztalodott. A részleges alternaciot akkor definidltdk, amikor a
normalis szisztolét részleges telddés ¢és ennek kovetkeztében a bal kamra csokkent
pulzustérfogata kovette. A teljes alternaciot gyakorlatilag semmilyen telodés és az azt kovetd
frusztralt 6sszehuzddas jellemezte a normalis szisztolét kdvetden. (124). Bar a danicamtiv is
befolyasolja az BK-i diasztolés funkciot, ez a hatds kevésbé szembetliind, mint az OM
alkalmazasakor. Ez a kiilonbség bizonyos mértékig dsszefligghet a danicamtiv altal kivaltott
pitvari kontraktilitds fokozddasaval. Ezen kiviil a diasztolés diszfunkcid osztalyhatasként
jelenik meg a direkt miozin-aktivatorok alkalmazasa sordn. Eredményeink alapjan a
danicamtivval kezelt betegeknél nagy figyelmet kell forditani az BK diasztolés funkciojanak

rendszeres ellendrzésére.

6.3 Limitaciok

A kisérleteket in vitro végeztiik enzimatikusan izolalt kutya szivizomsejteken,
szobahOmeérsekleten és alacsony ingerlési arany mellett, ezért eredményeink emberi szivre
torténd extrapolalasakor mindenképpen Ovatossagra van sziikség. Mindazonaltal a kutya
szivizomsejtek cellularis elektrofizioldgiai szempontbol a human szivizomsejtekhez hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkeznek.

Mivel a bioldgiai folyamatok kinetikdja a hOmérséklet csokkenésével lelassul, a
standardizalt koriilmények kozott végzett kisérletek soran alacsony frekvencidju stimuléciot
valasztottunk. Jelenlegi kisérleteinkhez hasonldan egy korabbi vizsgalatunkban 0,5 Hz, 1 Hz,
2 Hz-es ingerlési frekvencidk alkalmazasa sordn a szivizomsejtek hosszénak csokkenését és
relaxacios zavarat figyeltiik meg 1 uM vagy 2 uM OM koncentracié mellett, 37 °C-on. Az in
vitro €ép szivizomsejtekkel ellentétben az in vivo alkalmazott OM koncentraciok mellett

potencialisan alacsonyabb mértékii miozin-aktivacio érhetd el.
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6.4 Ujtudomanyos eredmények

Kutatasunk soran igazoltuk, hogy az omecamtiv mecarbil téringerlés hidnyaban is a
szarkomerhossz csokkenését idézi eld, igazolva ezzel kalciumérzékenyitd hatasat.

Az OM ¢és az EMD hasonldé tamadéaspont ellenére eltéréen valtoztatja meg a
miokardidlis szarkomerdinamikat.

Az OM hatésara egyedi kalcium-szarkomerhossz Osszefiiggés lathatd, mely soran
igazoltuk, hogy a névekvé OM koncentraciok esetén, eltolodva a kalciumtranziens
lecsengése utan kovetkezik be a relaxacio, nyugalmi/diasztolés kalciumszint mellett.
In vivo vizsgéalatainkban strain elemzés soran elséként irtuk a le a danicamtiv
0sszehuzodasi kinetikajanak a lassulasat.

Els6ként emlitjiik a miozin-aktivatorok esetén a diasztolés diszfunkcidt, mint
osztalyhatds (omecamtiv mecarbil és danicamtiv esetén), illetve mint elkeriilhetetlen
mellékhatast a szisztolés funkcio javulasa érdekében, melyet kisérleteink soran szintén
alatdmasztottunk az ejekcios frakcio, a frakcionalis rovidiilés és a non-invazivan mért
hemodinamikai paramétereknek a becslésével.

Igazoltuk, hogy a danicamtiv hatdsara a diasztolé ideje jelentOsen lerdvidiil, ugyanis a

szisztol¢é idejét elnyujtja, mely felveti a coronaria perfizid csokkenésének a veszélyét.
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7  Osszefoglalas/Summary

Eredményeinket 0sszegezve megallapithatd, hogy az omecamtiv mecarbil (OM) in vitro a
szisztolés funkci6 javuldsat valtozatlan Ca®"tranziensek mellett, a szisztolés szarkomerhossz
csokkentése és kontrakciok elnyujtasa révén éri el. A magasabb OM koncentraciok mellett a
diasztolés szarkomerhosszak jelentds csokkenése, a kinetikai paraméterek lassulasa és a
kontrakci6 idejének szignifikans ndvekedése figyelheté meg. Mindezen valtozasok diasztolés
diszfunkci6 kialakuldsahoz vezetnek. Az EMD - a hasonld molekuléris tdAmadaspont ellenére -
mind a szisztolés, mind a diasztolés szarkomerhosszt csokkenti, ugyanakkor a kinetikai
paramétereket inkabb fokozza. A Levo a diasztolés szarkomerhossz megvaltoztatasa nélkiil
fokozta a kontrakcidkat.

In vivo a danicamtiv hatasara a bal kamrai kontraktilitds, a bal kamrai ejekcids frakcio,
a frakcionalt rovidiilés, a pulzustérfogat és a perctérfogat is jelentds mértékben novekedett.
Korszerii echokardiografias modszerekkel a GLS és GCS javulasa, mig a kontrakcios kinetika
lassuldsa (radidlis szisztolés cstcssebesség csokkenése ¢s az M-modban mért kontrakcio
meredekségének ellapuldsa) volt kimutathato.

A miozin-aktivatorok legfontosabb echokardiografias markere a szisztolés ejekcids 1d6
(SET) jelentds megnyulasa a szivfrekvencia, az IVCT és az IVRT valtozasa nélkiil. A szisztolé
iddtartamanak megnyulasa kovetkeztében a diasztolé id6tartama lerdvidiil, amely miokardialis
iszkémia kialakulasdhoz vezethet a szer alkalmazasa soran.

A miozin-aktivatorok esetén a szisztolés funkcio javuldsa mellett szamolni kell a
diasztolés funkcid romlésaval (osztdlyhatds). A danicamtiv esetén kialakuld diasztolés
diszfunkcio nem elhanyagolhat6, ezért a kezelés el6tt a bal kamrai diasztolés funkcid pontos
meghatarozasa, a kezelés alatt pedig annak szoros kdvetése javasolt. Ezen potencialisan kéros
hatasok jelentdsen korlatozhatjdk/megkérddjelezhetik ezen Uj gyogyszercsoport klinikai

gyakorlatban torténd alkalmazésat.
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Summary

In summary, our results show that omecamtiv mecarbil (OM) improves systolic function
in vitro by reducing systolic sarcomere length and prolonging contractions with unchanged Ca**
transients. At higher OM concentrations, a significant reduction in diastolic sarcomere length,
a slowing of kinetic parameters and a significant increase in contraction time are observed. All
these changes lead to the development of diastolic dysfunction. EMD, despite a similar
molecular point of action, decreases both systolic and diastolic sarcomere lengths, but tends to
increase kinetic parameters. Levosimendan enhance contractions without altering diastolic
sarcomere length.

In vivo, danicamtiv also significantly increase left ventricular contractility, left
ventricular ejection fraction, fractional shortening, stroke volume and cardiac output. Using
modern echocardiographic techniques, an improvement in GLS and GCS and a slowing of
contraction kinetics (reduction in radial systolic peak velocity and flattening of M-mode
contraction slope) are detected.

The most characteristic echocardiographic marker of myosin activators is a significant
prolongation of systolic ejection time (ST) without changes in heart rate, IVCT and IVRT. The
prolongation of the systole duration results in a shortening of the diastole duration, which may
lead to myocardial ischaemia during the administration of these agents.

In addition to the improvement in systolic function, a deterioration in diastolic function
(class effect) could be expected with myosin activators. Diastolic dysfunction with danicamtiv
is not negligible and therefore accurate determination of left ventricular diastolic function prior
to treatment and close monitoring during treatment are recommended. These potentially adverse

effects may significantly limit/question the use of this new class of drugs in clinical practice.
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10 Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Borbély Attilanak, aki
PhD munkam kezdete ota lelkesen tdmogatott, tudomanyos gondolkodasmdédomat formalta,
munkamat segitette és példat mutatott, szakmailag és emberileg egyarant.

Halas vagy Dr. Papp Zoltdn Professzor Urnak, aki megteremtette a lehet3séget, hogy a
Klinikai Fiziologiai Tanszéken végezhessem a kutatdsaimat, tovabba a kritikus tudomanyos
gondolkodas ¢€s precizitas alapjait atadta szamomra.

Koszonettel tartozom Dr. Toéth Attila Professzor Urnak, aki allandd gyakorlati
tanacsaival, iranymutatasaival és kreativitasaval nagyban hozzajarult a gyakorlati és elméleti
tudasom nagyfoku fejléddéséhez.

Kilon koszonettel tartozom Polik Zsofianak, aki nem csak a klinikai kutatasokban
nyujtott hatalmas segitséget, hanem barati tamogatisara minden nehéz idészakban
szamithattam, és kivald csapatot alkottunk a klinikai kutatasokban.

K6szonom a Klinikai Fiziologiai Tanszék tovabbi munkatérsainak és jelenleg aktiv és
volt PhD hallgatoinak, hogy bardti tdmogatdé kornyezetet teremtettek és ezzel nagyban
segitették a munkamat.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni Edesanyamnak és Edesapamnak,
hogy nem csak a PhD tanulményaim alatt, de az eddigi 6sszes megprobaltatas soran mellettem
voltak és a legnagyobb segitséget nyljtottdk szdmomra. Tovabba hélas vagyok batydmnak, aki
PhD tanulméanyaim alatt is igyekezett az altalanos iskolaban megkezdett, gimnaziumon és
egyetemen at folytatott tanacsaival a helyes iranyban tartani. Koszondm soégorndmnek és
ocsémnek, nagymamamnak, barataimnak és kedves paromnak, hogy biztak bennem és erdt

adtak mikor sziikségem volt ra.

Tovabba a kutatas elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00043. szamu, ,,Sziv- és érkutatasi
kivalosagkozpont (IRONHEART)” cimil projekt tdmogatta. Ezen til a munka elkészitését a
GINOP-2.3.2-15-2016-00048. szamu, ,,Eletet veszélyeztetd akut megbetegedések sulyossagi és
haldlozasi mutatdinak javitdsa transzlacids orvostudomanyi megkozelitésben — Stay Alive”
cimll projekt tdmogatta. A projekt az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Regionalis
Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg ¢és TKP2020-NKA-04 - Jarmiipar,
Inzulinrezisztencia, Urkutatas (DE-SPACE) tamogatta.
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11 Fiiggelék

Az in vitro kisérletek tervezése Dr. Borbély Attilaval, Prof. Dr. Papp Zoltannal, illetve
Prof. Dr. Toth Attilaval tortént. A szivizomsejtek izolalasa az Debreceni Egyetem Elettani
Intézet altal lett kivitelezve. (Dr. Szentandrassy Norbert, Dr. Horvath Baldzs, Prof. Dr. Nanasi
Péter Pal) A tovabbiakban a kisérletek kivitelezése, eredmények értékelése sajat munka.

A danicamtivval kapcsolatos in vivo kisérlet tervezésében Dr. Borbély Attila, Dr. Priksz
Daniel (Debreceni Egyetem Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet), Prof. Dr. Papp Zoltan
¢és Prof. Dr. Toth Attila nyujtottak segitséget. A kisérletek kivitelezése és az adatok elemzése
sajat munka, melyben Dr. Priksz Daniel nyujtott segitséget.
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