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1 Irodalmi attekintés

1.1 A szivelégtelenség definicidja, epidemiologidja és csoportositisa
A szivelégtelenség (SzE) a sziv strukturdlis és/vagy funkciondlis karosodasa kovetkeztében
1étrejové komplex klinikai szindroma, mely soran a betegnek a szivelégtelenségre jellemzo
tipusos panaszai (fulladas, nehézlégzés, faradékonysag) és tiinetei (telt nyaki vénak, pulmonalis
pangas, bokaddéma) vannak. A SzE mind a fejlett, mind a fejlddo tarsadalmakban igen gyakori
az oregedo tarsadalom és fejlodo terapia miatt.

Az Eurdpai Kardiologiai Tarsasag (ESC) altal 2021-ben kiadott szakmai ajanlas alapjan
a SzE csoportositasa a bal kamrai ejekcios frakcidé (BKEF) alapjan az alabbiak szerint torténik:
1. SzE csokkent ejekcios frakcidval (Heart Faiulre with reduced Ejection Fraction — HfrEF,
BKEF<40%), 2. SzE kozepes mértékben csokkent ejekcios frakcioval (Heart Failure with
mildly reduced Ejection Fraction - HFmrEF, BKEF 41-49%) és 3. SzE megtartott ejekcios
frakcidval (Heart Failure with preserved Ejection Fraction (HFpEF, BKEF>50%).

1.2 A szisztolés szivelégtelenség (HFrEF) pathofiziologidja és kezelése

Az etiologiatol fliggetleniil a HFrEF kozponti eleme a kontraktilis funkcido és ennek
kovetkeztében a perctérfogat (CO) csokkenése, mely szdmos egymast erdsitd koros adaptacios
folyamatot indit el. A CO a szivfrekvencia (HR) és a pulzustérfogat (SV) szorzata. Az SV-t
meghataroz6 tényezOk koziil kiemelendd az elSterhelés, az utoterhelés és a kontraktilitas.
Utobbi a sziv inotrop allapotat jellemzi. A SzE-ben aktivalodé kompenzéacids mechanizmusok
tulajdonképpen a csokkent CO-t ¢és artérias kozépnyomds csokkenését probaljak
normalizalni/javitani. Ezek koziil kiemelendd a Frank-Starling mechanizmus, a neurohumoralis
rendszer koros aktivacioja és a BK-i remodelling.

A Dbazisterapiat képezd gyodgyszerek kozos jellemzdje, hogy képesek csdkkenteni a
mortalitast, a hospitalizaciok szamat, igy javitjadk a betegség prognozisat. A RAAS-gatlo
vegyliletek koziil kiemelenddk az angiotenzin-konvertdz enzim gatlok (intolerancia esetén az
angiotenzin-receptor blokkolok). Napjainkra szadmos evidencia all rendelkezésre a natriuretikus
peptid Utvonalat is befolydsold angiotenzin-receptor neprilizin-inhibitorok (ARNI) kedvezd
hatasair6l HFrEF-ben. A szimpatikus idegrendszer tulaktivacioja szelektiv B1-receptor
blokkolok segitségével valosithatd meg. A mineralokortikoid receptor antagonistak (MRA)
szintén jO hatékonysaggal alkalmazhatoak, ugyanis a natrium-reabszorpcio gatlasan keresztiil

hatékonyan képesek fokozni a natriumiiritést. Az utobbi évek intenziv kutatisainak és klinikai



tanulmanyok eredményeképpen a natrium gliikk6z kotranszporter 2 (SGLT2) gatlok alkalmazasa

is bekeriilt a HFrEF bazisterapiajaba.

1.3 Az elorehaladott stadiumu szivelégtelenség

A SzE progressziv lefolyasu betegség, mely a betegek életmindségének fokozatos romlasahoz
vezet. A New York Heart Association (NYHA) a mindennapi aktivitas és a betegek szubjektiv
panaszai alapjan négy funkciondlis stddiumot kiilonit el (NYHA I-IV.). Ha a kordbban emlitett
optimalis gyogyszeres ¢€s eszkozos kezelés ellenére is rosszabbodik a beteg allapota,
elérehaladott SzE alakul ki. Ebben a betegcsoportban terapids tovabblepésre van sziikség. A
definitiv, végleges megoldds a szivtranszplantacio, illetve bizonyos betegek esetében
mechanikus keringéstamogatas jon szoba. Mivel azonban kevés beteg felel meg a szigoru
kritériumoknak, a betegek nagyobb hanyaddnal konzervativ/gyogyszeres kezelés keriil
alkalmazasra, melynek egyik hatékony eszkoze lehet a pozitiv inotrop/inodilator kezelés. Ezen
szerek hosszutavu hasznalata tobb tanulmany eredményei alapjan noveli a mortalitast €s nem
csokkenti a hospitalizaciok szamat. A jelenlegi kutatasok célja olyan szelektiv, kontraktilitast
fokozo gyogyszerek kifejlesztése, amelyek mar a HFrEF korabbi stddiuméban is alkalmazhatok

¢s primeren a pumpafunkcio javitasat célozzak.

1.4 A pozitiv inotrop hatasu szerek csoportositasa

1.4.1 Konvenciondlis/upstream mechanizmusu pozitiv inotrop szerek

Az ,upstream” mechanizmus Utjan hato szerek kozé azon tradiciondlis pozitiv inotrdp szerek
sorolhatéak, amelyek az IC Ca**-koncentraciot kiilonbozé szignéltranszdukcids és/vagy
receptoridlis Utvonalak moddositasan keresztiil befolydsoljdk. Ezen csoport tagjai a
hagyomanyos pozitiv inotrop szerek: a klinikai gyakorlatban féként akut SzE kezelésében
alkalmazott dobutamin képes a Pl-receptorok aktivalasan keresztiil olyan foszforilacios
folyamatokat inicialni, melyek végsd soron az IC Ca®’-szint ndvekedéséhez vezetnek. A
csoport tovabbi tagjai a dopamin, milrinon, adrenalin, noradrenalin és a szivglikozidok. Ezen
gyogyszerek kozos tulajdonsidga, hogy novelik az IC Ca®'-szintet, eziltal a miokardium
energiaigényét €s oxigénfelhasznalasat, amely hosszl tdvon kifejezetten eldnytelen a szivizom
energetikdja szempontjabol. A Ca**-tultdltdttség tovabba melegagyat képezi a pitvari és kamrai

aritmiak kialakuldsanak.
1.4.2  Centrdlis és downstream mechanizmus utjan hato szerek

A ,centralis” mechanizmust gyogyszerek, mint pl. a levosimendan (Levo), fokozzdk a TnC

Ca’" iranti affinitisat, tovabba az ATP-szenzitiv K'-csatorna aktivalasan keresztiil
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vazodilataciot valtanak ki, ezért inodilatornak is nevezik dket. Magasabb plazmakoncentraciok
esetén az ,,upstream” mechanizmus jellegzetességeit is mutatjak, ugyanis PDE3-gatl6 hatassal
rendelkeznek.

A ,, downstream” mechanizmus jellegzetessége, hogy az IC Ca**-szintre nem fejt ki
semmilyen hatast, igy teljesen mentes a konvencionalis pozitiv inotrép szerekre jellemzo
mellékhatasoktol, igy feltételezhetden energetikailag is kedvezdbb a szivizomsejteknek.
Jelenleg ebbe a csoportba tartoz6 molekuldk a miozin-ATPaz aktivitasanak a fokozasan
keresztiil hatnak. Ezen gyogyszercsoport egy korabbi képviseldje az EMD 53998 (EMD), mely
egy enantiomer molekula. Egyik parja downstream mechanizmus Utjan hat, mig a masik PDE3-
gatlo hatassal rendelkezik. Utdbbi évtized intenziv kutatdsainak eredményeként fejlesztették ki
az omecamtiv mecarbilt (OM), illetve a danicamtivot, melyek valdjadban csak a miozin
molekula ATPaz aktivitdsdnak a fokozasan keresztiil fejtik ki hatasukat, ebbdl kifolyolag ugy

hivatkoznak rajuk, mint miozin-aktivatorok.

1.5 A miozin-aktivatorok
1.5.1 Hatasmechanizmus

A szivizom Osszehuzddasanak molekularis alapegységét, a szarkomert a vékony (aktin) és
vastag (miozin) filamentumok egyiittese alkotja. A miozin molekula gyakorlatilag két
globuléris fejbdl és egy farki részbdl all. A miozinfej kiemelkedd fontossdgi abbdl a
szempontbol, hogy rajta talalhato az aktin és adenozin trifoszfat (ATP) kotohely, illetve ennek
megfeleléen ATPaz aktivitassal rendelkezik, ezaltal a kémiai energidt fizikai energidva képes

alakitani. A miozin-aktivatorok, az OM ¢és a danicamtiv képesek a kardialis tipust miozin S1

crer

------

sebességmeghatarozo 1€pését €s a miozin-ADP komplex keletkezését, azaz a gyengén kotott
formabdl az erdsen kotott formaba valo atalakulést, melyet aztan az erdgeneralas 1€pése kovet.
Teoretikusan igy a folyamatnak kdszonhetéen megndvekszik az egy ciklus alatt kialakul6 aktin-
mozin interakciok szama, igy lehetévé téve a nagyobb erdkifejtést az oxigénfelhasznélas

novekedése nélkiil.

1.5.2 Omecamtiv mecarbil
A daganatellenes terapia fejlddése soran nagy ateresztoképességii modszer (HTS) segitségével
olyan molekuldkat kerestek, melyek a sejtosztodasban szerepet jatsz6 motorfehérjéket, a

kinezineket képesek gatolni. Ennek soran azonban, nem egy gatlo, hanem aktivaldo molekulat



talaltak. Tovabbi modifikacidkkal jutottak el az OM-hoz (CK-1827452), mely in vivo kisérletek
elvégzésére is alkalmasnak bizonyult és hatékonyan volt képes fokozni a miozin-ATPéz
aktivitasat. Preklinikai vizsgélatok soran igazoltak, hogy képes jelentésen fokozni a patkanybol
izolalt szivizomsejtek kontrakcios erejét, a kontrakcios id6 kisfoku elnytjtasa révén, azonban a
kalcium tranziens befolyasolasa nélkiil. /n vivo vizsgalatok soran kiilonb6z6 szivelégtelenség-
allatmodellekben a BK funkci6 javult az oxigénfelhaszndlas fokozddasa nélkiil.

Az in vivo ¢és in vitro vizsgalatok pozitiv eredményei tették lehetévé, hogy human
kisérleteket kezdjenek az 0j gyogyszerjelolttel. Az elsé doziskeresd klinikai vizsgalat, illetve
az ATOMIC-HF vizsgalat soran iv. OM kezelést hasonlitottak 6ssze placeboval. Késobb a
COSMIC-HF vizsgalat soran per os kezelést alkalmaztak. Ezen vizsgélatokba dontéen 40%
alatti EF-el rendelkez6 HFrEF betegeket valogattak be. Kiemelendd a szisztolés funkcio
javulasa, a SET jelentds megnytlasa ezen vizsgalatok alapjan, tovabba a szer jol toleralhatonak
¢s biztonsdgosnak bizonyult. Adverz események esetében nem taldltak kiilonbséget, habar
kismértékli ndvekedés volt megfigyelhetd a Tnl szintekben, de ez nem mutatott osszefliggést
az alkalmazott OM doézissal az ATOMIC-HF vizsgalat soran. A GALACTIC-HF fazis IIL.
klinikai vizsgalat soran. Az elsddleges Osszetett végpont, azaz a CV halalozas vagy SzE miatti
esemény (hospitalizacido vagy siirgds vizit) az OM-al kezelt betegekben szignifikdnsan
alacsonyabb volt a placebo csoporthoz képest. A kompozit végpont dsszetevoit kiilon vizsgalva,
a CV okbol bekdvetkezd halalozas tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség, azonban SzE
miatti események tekintetében jelentds csokkenés volt megfigyelheté az OM csoportban.
Tovabba kismértékii, de nem szignifikans novekedés volt a Tnl-szintben és jelentdsen csokkent

az NT-proBNP szint is OM-al kezelt betegek esetében.

1.5.3 Danicamtiv

Feltételezhetéen az OM-al végzett klinikai vizsgalatok bizonytalan eredményei
Osztonozték a kutatokat egy 0j kozvetlen miozin-aktivator, a danicamtiv kifejlesztésére. Az
OM-hoz hasonldan a danicamtiv is felgyorsitja a tisztitott human S1 miozin molekulak ATPaz
aktivitasanak sebességét in vitro, és noveli a SET-t és az BKEF-t, valamint a bal pitvari
szisztolés funkciot HFrEF in vivo kisérleti kutyamodelljében. A fazis I. klinikai vizsgalat soran
igazoltdk a danicamtiv biztonsagossagat, mely eredmények alapjan megtervezték és elvégezték
a doziseszkalacids vizsgalatokat szivelégtelen betegekben, ahol a BK szisztolés funkcid
javulasa mellett atmeneti tiinetmentes Tn plazmakoncentracio-emelkedést tapasztaltak a

betegek 23%-anal. Egy nemrég elvégzett preklinikai vizsgalatban az OM adagoldshoz képest



sz¢élesebb terapias ablak, nagyobb kontraktilis funkcid-javitd potencial és kedvezobb luzitrop

hatas tarsult danicamtiv alkalmazasakor.

2 Célkitiizések

Munkénk soran célul tiztiik ki in vitro modellrendszerben izolalt, intakt szivizomsejteken
megvizsgalni a kiilonb6z6 OM-koncentraciok hatasara 1étrejové szisztolés €s diasztolés
szarkomerhossz-valtozasokat, azok kinetikdjat és Osszefiiggéseit, valamint az IC Ca*'-
tranziensben bekovetkezd valtozasokat. Komparator vegyiiletekként EMD-t és Levosimendant
hasznaltuk.

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

a danicamtivnak a szivciklus id6tartamaira, a szisztolés és diasztolés funkciora kifejtett hatasait.
3 Anyagok és modszerek

3.1 Invitro kisérletek

3.1.1 A szivizomsejtek izoldldsa

Az in vitro vizsgélataink sordn kutyabol enzimatikusan izoladlt, BK-i szivizomsejteket
hasznéltunk, melyek intakt membranrendszerrel rendelkeznek. Az elektrofizioldgiai
tulajdonsagok szempontjabol a kutyabol izoldlt szivizomsejtek kivaléan alkalmazhatoak az
emberi szivizomsejtek modellezésére. Kisérleteink soran, ivarérett, kutatasi célra tenyésztett,
vegyesen him ¢és ndstény kutyabol (n=6, atlagstuly: 10,6+2,1 kg, életkor: 15,1+4,2 honap)

szarmaz6 BK-i szivizomsejteket hasznaltunk.
3.1.2 A Ca?* szint valtozdsdnak és a szarkomerhossz rovidiilésének a mérése

A szivizomsejteket IC Ca?’-szintjét Fura-2 AM Ca’' érzékeny ratiometrikus fluoreszcens
festékkel vizsgaltuk. Olyan téglalap/rad alaku sejteket valasztottunk ki, amelyek vizudlis
ellendrzés soran megfeleld Osszehuzodassal rendelkeztek a téringerlés hatdsara ¢és
morfoldgiailag (tiszta citoplazma, éles sz€ld, jol lathato csikolat) is alkalmasnak bizonyultak.
A téringerlés soran szobahdmérsékleten 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?" hianydban 380 nm-en rendelkezik
excitacios maximummal. fgy a 340, illetve 380 nm-en gerjesztett Fura-2 festék aranyainak a
véltozésa jol tiikrozi az IC térben létrejové Ca®’-szint valtozasat. 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
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Brunswick, NJ, USA). A Felix GX szoftver a szarkomerhossz modul (SL-101HS HORIBA/PTI
kovethessiik a harantcsikolt mintazat valtozasat és ebbdl szamitott a szoftver a szarkomerhosszt.
A kisérleti protokoll a kdvetkezd volt: szobahdmérsékleten a szivizomsejteket 0,1 Hz-en
legalabb 2-3 percig stimulaltuk, hogy minden kisérlet elején elérjiink egy allandosult ,,steady-
state” allapotot. Az egyes kisérletben alkalmazott gyogyszerekkel OM-lal (0,03 uM, 0,1 uM,
0,3 uM vagy 1 uM végkoncentracidéban), Levo-nal (1 uM) vagy EMD-vel (1 uM) 5-8 percig
inkubaltuk a sejteket, majd ismételt téringerléseket kezdtiink és rogzitettiik a kontrakcidkat és

a Fura 2 arany valtozasait.

3.1.3 A kontraktilis paraméterek és Ca*" tranziensek jellemzése

A nyugalmi (stimulus nélkiili) SL (RSL; um) a steady-state allapot elérést kovetden,
illetve az egyes kezeléseket kovetden keriilt rogzitésre. Vizsgaltuk tovabba a frakcionalis
szarkomerhossz rovidiilést (FSL; %), az 6sszehtizodés id6tartamat (s), az 0sszehtizodas és a
relaxacié sebességét (um/s). A nyugalmi Ca®'-szintet a Fura-2 arany alapjan becsiiltik a
kiindulasi értéken. A Ca®’-tranziensek esetén vizsgaltuk az amplitidot, a kialakuldsanak a

sebességét és lecsengési kinetikajat, tovabba az idétartamat.

3.2 Invivo Kisérletek
3.2.1 Kiserleti elrendezés, dllatmodell

Az in vivo kisérleteket 8-12 hetes felndtt Sprague-Dawley patkdnyokon (n= 14, suly:
417,90+51,95 g, Charles River Laboratories Inc., Németorszag) végeztiik. Az echokardiografia
soran folyamatosan harom elvezetéses EKG rogzitést és monitorizalas tortént. A danicamtivot
iv. 2 mg/kg doézisban, egyszeri bolusban adtuk be az eldzdleg kaniilalt farokvénaba, a helyi

allatgondozasi bizottsag altal jovahagyott protokoll szerint (4-1/2019/DEMAB).

3.2.2 Konvencionalis echocardiogrdfia

A transzthoraklalis echokardiografiat (TTE) a Vevo 3100 képalkotd rendszerrel
végeztiik, amely a Vevo Imaging Station-t (VisualSonics, Amszterdam, Hollandia) tartalmazta,
¢s egy magas frekvenciujii transzducerrel (MX250, 14-28 MHz) volt felszerelve. Az
echokardiografia a danicamtiv iv. beaddsa utan 5 perccel kezdddott és legfeljebb 15 percig
tartott. Az adatgytijtést B-, 2D-, M- ¢€s Doppler-modban végeztiik, paraszternalis hosszi- €s
rovidtengelyli (PSLAX ¢és PSAX), valamint szupraszternalis (SST) és csucsi 4 iiregii (A4C)

nézetekbdl. A vizsgélatokat az American Society of Echocardiography irdnymutatasai szerint
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végeztiik el. A szivfrekvenciat (HR, tités/perc) az EKG monitorizalas sordn szamitottuk oly
modon, hogy 6t méasodpercre jutd szivciklusokat megszdmoltuk és ebbdl kalkuldltuk az egy
percre vonatkoztatott atlagfrekvenciat. A falvastagsdgot és a BK atméréket M-modban, a
papilléris izmok k6zépso szintjén, PSLAX és PSAX nézetekbdl, a bal pitvari maximalis atmérdt
(mm), az aorta gyok atmérdt (mm) szintén M-modu felvételekbol mértiikk. A végdiasztolés
atmérot (EDD, mm) €s a végszisztolés atmérét (ESD, mm), PSLAX M-moédu felvételeken az
endo- ¢és epikardialis hatarok manudlis jelolésével hataroztuk meg. A BK térfogatat
diasztoléban ¢és szisztoléban (EDV, illetve ESV; uL) a szoftver a kdvetkezoképpen szamitotta
ki: (7,0/(2,4+EDD))*EDD?, illetve (7,0/(2,4+ESD))*ESD?. A BKEF (%) 100*(EDV-
ESV)/EDV érték szerint mértiik. Tovabba vizsgaltuk frakcionalt rovidiilést (FS; %), a
pulzustérfogatot (ul), a CO-t (ml/perc). Az endokardialis faldsszehtizdédas kinetikédjanak
mérésére az BK hatso falan mért M-mod képre illesztettiink egy egyenest €s ebbdl szamitottuk
a meredekségnek megfelelden a sebességet (MVel, mm/s).

A diasztolés funkciot pulzatilis hulldima Dopplerrel (PWD) és szoveti doppler
képalkotassal (TDI) értékeltiik apikalis 4 iiregi nézetekbdl a mitralis billenty, illetve a szeptalis
anulusz magassadgaban. A PWD segitségével mértiik a transzmitralis korai (MV E, mm/s) és
késoi pitvart (MV A, mm/s) aramlasi csucssebességet, az E/A aranyt. Meghataroztuk az
izovolumetrikus 6sszehuzodasi 1dét (IVCT, ms), a szisztolés ejekcios 1dét (ms) és az
izovolumetrikus relaxacios idot (IVRT, ms). 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 aramlési paramétereinek meghatarozasara is PWD modot hasznaltuk a modositott
szupraszternalis (aortaiv) nézetbdl. Megmeértiik pulmonadlis véna pitvari reverse aramlas (AR)
cstcssebességét (PV Ar, mm/s) és idétartamat (PV ARdur, ms). A szeptalis gyliriinél szoveti
Doppler-képalkotast (TDI) végeztiink a szisztolés (s', mm/s), valamint a korai (' mm/s) és a
késdi (a', mm/s) bearamlas soran. Ezutan meghataroztdk az E/e' ardnyt. Minden egyes paraméter

esetében harom szivciklus atlagolasara kertilt sor.

3.2.3 Strain echocardiographia

A strain paraméterek meghatarozasat az eldre felvett felvételek elemzésével offline végeztiik.
A hagyomanyos echokardiografia soran nagy képkockasebességli (>200 fps) B-modd
felvételeket rogzitettiink, mind a PLAX és PSAX nézetbdl. A képeket lassitott felvételben (1/8)
értékeltiik a VevoStrain® kiterjesztéssel felszerelt VevoLAB® szoftver segitségével (ver.5.6.0;

FUJIFILM VisualSonics, Amszterdam, Hollandia). A hosszanti és radialis strain paramétereket
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a PLAX nézetbdl, mig a cirkumferencialis strain paramétereket a PSAX nézet képeibol
értékeltiik, a papilldris izmokat kihagyva. A kamra hatdrait meghataroztuk, és a speckle-
tracking rendszer a korvonalazott kamra melletti korkoros tertileteket rendelte hozza. Az iv.
danicamtiv beadasa utan elemeztiik a radidlis szisztolés csucs- és atlagsebesség értékeket

(cm/s), a globalis longitudindlis straint (GLS; %), a globalis cirkumferencialis straint (GCS; %)

3.2.4 Elektrogardiogrdfia

Az echokardiografids vizsgalatokkal parhuzamosan harom elvezetéses EKG monitorizalast
végeztiink. Az EKG-felvételek értékelésére a LabChart Reader v8.1.14 szoftvert hasznaltuk.
Az értékelés soran a kovetkezd paramétereket vizsgaltuk: HR, PQ- QRS ¢és QT-ido, korrigalt
QT-intervallum, valamint T-hullam amplitudd. Az értékeléshez 5 egymast kovetd szivciklust

atlagoltunk minden egyes paraméterre vonatkozdan.
3.3 Alkalmazott gyogyszerek és anyagok

A kisérletek soran hasznalt OM-et az AdooQ BioScience-tdl rendeltiik. A levosimendant finn
kollaboracios 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 torténtek
az egyes végkoncentraciok higitasa és a sejtek kezelése. Az in vivo kisérletekhez hasznalt
danicamtivot és az alkalmazashoz sziikséges oldoszer (10% DMSO/90% (20% szulfobutil-éter-
B-cyclodextrin (SBE-B-CD) fiziologias so6oldatban) elkészitéshez sziikséges vivdanyagot
(SBE-B-CD) a MedChemExpress-tol (NJ, USA) vasaroltuk.

3.4 Statisztikai elemzés

Az eredményeket kiértékelés és grafikonok elkészitése a GraphPad Prism 9.0 szoftverben
tortént (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Az in vitro mérések sordn az egyes
csoportokban a kisérletek szama 7 és 11 kozott valtozott 6 kiilonbozd szivbol. A hattér
fluoreszcencia-intenzitasi szinteket a mérések végén egy szivizomsejt nélkiili régiobol nyertiik
¢s manualisan kivontuk a fluoreszcencia-intenzitdsokat. Tizennégy patkanyt vizsgaltunk a
danicamtiv iv. kezelése el6tt és utan. Minden kisérlet esetében a kapott eredményeket értékeltiik
a normalitds szempontjabdol (Kolmogorov-Smirnov normalitasi teszt), majd pdarositott t-
tesztekkel, vagy kozonséges egyiranyt ANOV A-val, vagy Kruskal-Wallis-teszttel tobbszoros
Osszehasonlitassal elemeztiik, ahogyan az megfeleld volt. Az egyes adatokat 4tlagtSEM
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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4 Eredmények
4.1 In vitro Kisérletek - Omecamtiv mecarbil, EMD-53998 és Levosimendan
4.1.1 Az OM és EMD csokkentette, mig a Levosimendan nem befolydsolja a nyugalmi
szarkomerhosszat
A OM kezelés hatasara a szivizomsejtek nyugalmi szarkomerhossza (RSL) dézisfiiggd moddon,
jelentés mértékben csokkent 1,94+0,04 um, 1,77+0,04 um, 1,624+0,05 pm ¢és 1,50+0,05 pum,
0,03 uM OM, 0,1 uM OM, 0,3 uM OM ¢és 1 uM OM esetén vs. 1,96+0,01 um (kontroll, az SL
valtozasok 0,1 uM-nal magasabb koncentraciok esetén p<0,05). Az 1 uM EMD szintén a
nyugalmi SL szignifikdns csokkenését idézte eld (1,83+0,08 pum, p<0,05), mig a Levo nem
befolyésolta azt. Az IC nyugalmi Ca**-koncentraci6 véltozatlan maradt mind az OM, EMD
vagy Levo kezelések soran.
4.1.2 Az OM, EMD és Levo eltéré modon befolydsolja a bal kamrai szivizomsejtek
kinetikai paramétereit kontrakcio és relaxdcio soran
A szisztolés SL szignifikansan csokkent 0,03 uM, 0,01 uM, 0,3 uM és 1 uM OM koncentraciok
alkalmazasakor téringerlést kovetden (1,65+0,03 pum, 1,53+0,03 pm, 1,39+0,02 pm
€s1,34+0,03 um vs. 1,74+0,01 um (Kontroll), p<0,05 minden esetben). Az OM-hez hasonléan
az EMD (1,51+£0,03 pm-re, p<0,05) és Levo (1,63+£0,03 pm-re, p<0,05) is jelentdsen
csOkkentette a szisztolés SL-t. Az OM novelte a frakciondlis szarkomerhossz-rovidiilést (FSL)
0,03 pM-os koncentracioban  (14,34+1,64% vs. 11,17£0,55%), de magasabb
gyogyszerkoncentracioknal nem volt ra jelentds hatdssal, mig 1 puM-os koncentracidban az
EMD ¢s a Levo is szignifikansan novelte ezt a paramétert (17,36+0,98% (EMD) ¢és
17,02+£0,80% (Levo) vs. 11,17+0,55%, p<0,05). A Ca®'-tranziensek amplitudoit egyik
alkalmazott gyogyszer sem befolyasolta.
Az OM koncentracid6 ndvekedésével a kontrakcidos idd progressziv megnyulisa volt
megfigyelhet6 (1,50+0,33 s, 2,31+0,21 s, 3,85+0,15 s és 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
¢s a Levo nem befolyésolta ezt a paramétert. Az OM koncentracié novekedésével (0,03 uM,
0,1 uM, 0,3 uM és 1 uM) a kontraktilis valaszok, a kontrakcidk (0,51+0,13 pm/s, 0,27+0,10
um/s, 0,11+£0,02 pm/s és 0,05+0,01 pm/s vs. 0,65+0,05 pm/s) és a relaxaciok (1,12+0,30 um/s,
0,29+0,06 um/s, 0,13+0,03 pm/s, 0,05+0,01 pm/s vs. 0,95£0,10 pm/s, vs. kontroll)
sebességének jelentds foku lassuldsa volt megfigyelhetd. Az OM-lal és az EMD-vel ellentétben

a Levo ndvelte mind az dsszehtizoédasok, mind a relaxaciok kinetikajat. A Ca?*-tranziensek
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idétartamat, az IC Ca**-tranziensek felfutasainak és lecsengésének kinetikajat (amelyet a K

sebességallanddval jellemeztiink) egyik gyogyszeres kezelés sem befolyasolta.

4.1.3 Az OM egyedi médon viltoztatia meg a Ca** - szarkomerhossz dsszefiiggést

A kontraktilis valaszok és az IC Ca*'-tranziensek kozotti kapcsolat tovabbi jellemzése
érdekében a SL-t az IC Ca*'-koncentracid fliggvényében abrazoltuk. Ezek a Ca®*'- SL
(4A abra). A 0,1 uM, 0,3 uM vagy 1 uM OM alkalmazasat kovetden azonban a
hurokdiagrammok jelentdsen és fokozatosan lefelé tolodtak, ami arra utal, hogy a Ca®'-
érzékenyité hatas mind a szisztolés, mind a diasztolés IC Ca®*-koncentracional jelen van. 1 pM
EMD jelenlétében a Ca**- SL dsszefiiggés hasonl volt, mint a 0,1 uM OM alkalmazasa soran.
A Ca**- SL kapcsolat a Levo jelenlétében a rovidebb szisztolés SL-ak felé tolodott, ami a szer

szisztolé soran kivaltott Ca®"-érzékenyitd hatdsara utal.

4.1.4 A diasztolés és szisztolés szarkomer dinamika kélesonhatdsainak vizsgalata

A harom szer kiilonb6z6 hatasmechanizmusainak szemléltetése érdekében a szisztolés valaszok
paramétereit az OM, EMD vagy Levo kezelések soran a megfelel6 diasztolés SL fiiggvényében
fejeztiik ki. Ez a megkozelités igazolta az OM és az EMD hatasai kozotti hasonlosagokat,
kiilondsen, amikor a diasztolés és a szisztolés SL, vagy az 0sszehtizodasi idétartamok kdzotti
Osszefliggéseket elemeztiik. A diasztolés SL-FSL 6sszefiiggések ugyanakkor az OM ¢és az EMD
hatdsmechanizmusa kozotti kiilonbségre hivtdk fel a figyelmet. A Levo mellett valtozatlan

diasztolés SL a szer OM-t6l vagy EMD-t6] eltéré Ca**-érzékenyitd hataséra utal.

4.2 Invivo kisérletek - Danicamtiv

4.2.1 A danicamtiv csokkenti a végszisztolés atmérot, de nem befolydsolja a végdiasztolés
atmérot

A danicamtiv miokardialis funkciora kifejtetett hatasait echokardiografiaval kovettiik nyomon

altatott patkanyokban. 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) tapasztaltuk, azonban a BK-1 EDD nem valtozott

(7,56+0,12 mm vs. 7,74+0,26 mm, p=0,45).

4.2.2 A danicamtiv javitia a bal kamrai kontraktilitdst

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 pl vs. 243,89+£10,07 ul, p=0,012) szignifikansan javultak a danicamtiv kezelést
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kovetden. Emellett a CO is jelentdsen nott (72,45+5,04 ml/perc vs. 61,40+2,99 ml/perc,

p=0,026), ami alatamasztja a gyogyszerjelolt pozitiv inotrop hatasat.

4.2.3 A diasztolé és szisztolé idotartama megvaltozik danicamtiv hatdsdra
A danicamtiv szivciklus kiilonb6z6 id6tartamaira kifejtett hatasat is megvizsgaltuk, mely soran
mind a szisztolé idOtartama (106,00+3,30 ms vs. 88,64+1,83 ms, p=0,0001), mind a SET
szignifikdns megnytlasat tapasztaltuk (87,14+3,05 ms vs. 72,28+1,53 ms, p<0,001). Az
echokardiografiaval mért paraméterekb6dl kalkuldlt diasztolés idétartam szignifikansan
csokkent (133,00+4,66 ms vs. 152,20+4,19 ms, p=0,008), amit a diasztolés és a szisztolés
id6tartam aranyanak jelentds csokkenése kisért (1,28+0,07 vs. 1,73+0,06, p <0,001).
4.2.4 A kontrakcio kinetikdja jelentésen lassul, azonban a bal kamrai strain paraméterek
Jjavulnak a danicamtiv kezelést kovetoen
A danicamtiv hatdsat a szivizomOsszehuzddas dinamikdjara strain echokardiografia
segitségével részletesebben is megvizsgaltuk. A BK-i radidlis szisztolés csicssebesség
(2,67+0,17 cm/s vs. 3,50+0,13 cm/s, p<0,001, n=9) és az 6sszehtizodasi sebesség (M-modban
mért meredekség) (2,30+0,11 cm/s vs. 3,32+0,23 cm/s, p=0,008, n=10) szignifikans csokkenése
volt megfigyelhetd. A danicamtiv kezelés hatasara azonban, mind a globalis longitudinalis
strain (-33,27+1,45% vs. -24,22+1,30%, p<0,001), mind a globalis cirkumferencialis strain
(-59,2943,36% vs. -54,58+3,28%, p=0,015) paraméterek szignifikdnsan csdkkentek, ami az BK
szisztolés funkcid javulasara utal. A danicamtiv kezelések soran kialakult aorta- vagy
pulmonalis artérids atlag- és csucssebességekben, illetve atlag- és csticsgradiensekben nem volt

szignifikans valtozas.

4.2.5 A danicamtiv diasztolés diszfunkciot okoz

A danicamtiv hatdsara a korai (E) transzmitralis bearamlési sebesség szignifikansan csokkent
(645,92429,17 mm/s vs. 720,92+11,87 mm/s, p=0,013), a késdi (A) transzmitralis bedramlési
sebesseg pedig jelentdsen ndvekedett (506,93+37,81 mm/s vs. 379,24+£19,00 mm/s, p=0,003).
Az E/A arany ennek megfelelden jelentdsen csokkent (1,97+0,10 vs. 1,38+0,10, p=0,0003),
amely a BK-i toltdnyomas emelkedését jelezheti. A szdveti doppler (TDI) sebességek (azaz a
mitralis billentyli szeptumanak korai (a') és késdi (e') szoveti sebességei) a mitralis E és A
hullam sebességéhez hasonldan valtoztak. A TDI e'/a' ardny valtozasai tovabb erdsitik a
danicamtiv beadasakor megvaltozott mitralis bedramldsi mintazatot. Mindazonaltal az
izovolumetrias relaxacios id6 (IVRT) ezzel egy iddben valtozatlan maradt. Ezen tilmenden a

pulmonélis véna pitvari reverz dramlasi sebességének (201,10+£24,85 mm/s vs. 136,70+11,35
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mm/s, p=0,008) és az aramléas id6tartamanak (28,10+2,24 ms vs. 20,27+0,77 ms, p=0,004)
jelentds novekedése volt megfigyelhetd, ami a BK diasztolés funkcidjanak romlasat és a bal

pitvar kontrakci6 erdsségének fokozodasat jelezheti.

5 Megbeszélés

5.1 Az omecamtiv mecarbil pozitiv inotrop és diasztolés diszfunkciot okozo hatdsa in vitro

Eredményeink alapjan az OM pozitiv inotrop hatdsanak hatterében els6sorban az
0sszehuizodasok idejének megnyuldsa, nem pedig a kinetikai paraméterek gyorsulasa, vagy a
frakcionalt szarkomerhossz-rovidiilés novekedése all.

Megallapitottuk, hogy az OM, az EMD és a Levo az IC Ca®'-tranziensek jelentds
valtozasanak hianyaban is markans valtozasokat idéz el a szivizomsejtek 6sszehuzodasaiban
és relaxacioiban, tehat a Ca?'-érzékenységet fokozzak. Ugyanakkor a Ca*'-érzékenyitd
mechanizmusuk kiilonboz6, és ennek megfelelden eltérd tipust kontraktilis valaszokat
eredményeztek. Mivel a Levo és az EMD is gatolja a PDE3-at, a valtozatlan IC Ca**-szint ezen
szerek jelenlétében potencidlisan azzal magyarazhatd, hogy ezek a szerek az altalunk
alkalmazott koncentracidkban a tobbi (PDE3-on kiviili) PDE izoformat kutya
szivizomsejtekben nem gatoljak.

Az OM alacsony (diasztolés) IC Ca**-koncentraciéd 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 patkdnyokbol nyert permeabilizalt szivizomsejteknek
diasztolés Ca**-szintek mellett 1étrejové izometrikus erejének fokozodasaval. Az OM-hez
hasonléan az EMD is csokkentette a nyugalmi SL-t, ami hasonldsédgot mutat a két szer esetében.
Vizsgéaltunkbol az is tisztdn lathatd, hogy a diasztolés és szisztolés SL-ok, valamint a
kontrakciés idOtartamok csokkenése szoros Osszefiiggést mutat a novekvd OM-
koncentraciokkal. A diasztolés SL csokkenése felelOs azért, hogy magasabb OM-koncentraciok
esetében a FSL nem mutatott jelentds ndvekedést annak ellenére, hogy a szisztolés SL-ak
jelentdsen csokkentek, tehat a nyugalmi SL csokkenés gatat szab az FSL novekedésének.

Az altalunk alkalmazott OM-koncentracid tartoméanyaban (0,01-1 uM), mely megfelelt a
klinikai tanulmanyokban alkalmazott OM-plazmaszintekkel, a nyugalmi SL csokkenését
tapasztaltuk. A GALACTIC-HF vizsgalat soran a cél a legalabb 200 ng/ml-es (0,5 puM)

plazmakoncentracio elérése és az 1000 ng/ml (2,5 uM) feletti koncentracié elkeriilése volt.
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Fontos megjegyezni, hogy korabbi kisérletek soran a >1200 ng/ml-es (3 pM) OM-koncentracio
esetén a szisztolés id6tartam jelentés megnytlasat tapasztaltak, mely diasztolé soran a korondria
keringés romlasahoz, potencidlisan miokardialis iszkémia kialakulasdhoz vezethet. Az OM
allatkisérletekben €s human tanulmanyokban egyarant a SET ndvekedését okozta. A SET
megnyuUjtasa a gyogyszer egyik legjelentdsebb hatdsa: a szer alacsony IC Ca**-koncentracio
mellett is fenntartja a kontrakciot. Annak ellenére, hogy az in vitro erékifejtés kinetikaja lassult,
az OM in vivo nem befolyasolta az id6egység alatt 1étrejovO nyomadsvaltozds maximumat
(dP/dtmax), ami arra utal, hogy az OM farmakokinetikai tulajdonsagai in vitro és in vivo eltéroek
lehetnek.

A szivizomsejtek 0sszehuzodasainak idétartama majdnem hatszorosara nétt magas OM-
koncentraci6 mellett, ami - a vékony filamentumok inaktivalodasanak késleltetése és az erdsen
kotddd kereszthidak szdmanak ndvekedése miatt - a kontraktilis rendszer elhtizodo
aktivalodasara utal. Korabbi tanulményunkban permeabilizalt patkany szivizomsejteken
megfigyeltiik, hogy mind a félmaximalis kontrakci6 eléréséhez sziikséges idétartam (#;,2), mind
pedig az aktin-miozin kereszthidak kinetikdjat jellemzdé sebességi allando (ki) jelentdsen
novekedett, mely - Osszhangban jelen megfigyeléseinkkel - szintén a miozin filamentumok
csokkent in vitro motilitasara utal. Osszességében az OM altal kivaltott Ca?*-érzékenység-
fokozodas hozzajarulhat az er@sebb, lassabb és elhtizodo 6sszehuzddasokhoz.

Fontos megemliteni, hogy az OM altal kivaltott kontrakcids iddtartam-ndvekedés nem
volt megfigyelhetd az EMD alkalmazasa soran, mely a szerek miozin molekulan 1évé eltérd
kotohelyeivel magyarazhato. Az OM kotShelye a miozin S1 doménjén valodszintileg az aktin-
koto feliilet és a nukleotid-koto zseb kozelében 1€vo hasadékban talalhato. Ez a hely feltehetden
idedlis 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 ATP4z aktivitasat.

Jelen vizsgalatban az OM hat4sara az intakt szivizomsejtek relaxacidja jelentésen
csokkent, kiilonosen magasabb (0,3 és 1 puM) koncentracioknal, az EMD vagy a Levo
ugyanakkor azt csak kismértékben befolyasolta. Ez §sszhangban van korabbi vizsgalatunk
eredményével, mely sordn az OM jelentésen megnyujtotta a permeabilizalt patkany
Eredményeink alapjan a relaxdci6 mar alacsony OM-koncentracioknal (0,1-0,3 puM) is
karosodott, ez a hatas magas OM-koncentracional (1 puM) még kifejezettebb. SzE-ben az OM-
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altal kivaltott diasztolés diszfunkciot az emelkedett nyugalmi IC Ca?*-szint potencialisan
sulyosbithatja. A diasztolés funkcié romldsat - amelyet az izovolumetrikus relaxacio
idéallandojanak (t) és az BK-nyomascsokkenés sebességének (dP/dtmax) csokkenése tiikroz -
mar korabban kimutattak térfogat-tulterhelés SzE modelljében patkanyokban iv. OM-kezelés
soran. Ugyanakkor egészséges Onkéntesekben az OM nem rontotta a diasztolés funkcidt
hasonld plazmakoncentracioban. Az OM esetleges diasztolés diszfunkciét okozd hatasat
COSMIC-HF tanulmanyban is vizsgaltak. A post-hoc elemzés soran az IVRT ndvekedése
igazolddott az E/A arany, vagy az E-hullam valtozasa nélkiil. A GALACTIC-HF-ben a
diasztolés funkciot részletesen nem vizsgaltak.

Annak ellenére, hogy az OM, az EMD és a Levo sem viltoztatja meg az IC Ca®'-
tranzienst, az egyes szerek kiilonb6zé modon befolyasoltik a Ca®*-SL dsszefiiggést. 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
a relaxacios kinetikat nem befolyasolta. Az OM-lal és az EMD-vel ellentétben Levo kezelés
soran a karos hatdsok egyike sem volt megfigyelhet6. Az OM mellett tapasztalt jelentos
nyugalmi SL-csokkenés parhuzamba allithatdo a klinikai vizsgalatokban megfigyelt BK-i
diasztolés atmérd csokkenéssel. Ez a tényezd hatéssal lehet FS-re magas OM-koncentracioknal
¢s befolyasolhatja a BKEF meghatarozéasat is. Az OM szivizomsejtek nyugalmi SL-ra és
relaxécios kinetikdjara kifejtett karos hatasai a OM-plazmaszint rendszeres meghatarozasanak

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

5.2 A danicamtiv szisztolés és diasztolés funkciora kifejtett hatdsa in vivo

In vivo tanulmanyunkban atfog6 echocardiografids elemzéssel kimutattuk, hogy a danicamtiv
jelentds hatast gyakorol, mind a szisztolés, mind a diasztolés funkciora patkanyszivekben. A
fenti adatok és a sziv S1 miozinjdan OM és danicamtiv alkalmazéasaval végzett preklinikai
vizsgalat eredményei arra utalnak, hogy a miozin ATP4z sebességét még diasztolés Ca**-szint
mellett is ndvelik a direkt miozin-aktivatorok.

A BK-i kontraktilitast jellemzd paraméterek koziil danicamtiv hatisara jelentdsen javult
az EF ¢és az FS, tovabba a non-invazivan meghatarozott SV, és a CO is. Ellentétben az OM-al,
amely human alkalmazas soran az EDD-t és az ESD-t is csokkentette, a danicamtiv csak az
ESD-t csokkentette, az EDD-t nem befolyasolta. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a
szivelégtelen kutyakon végzett preklinikai adatokkal, és részben egy fazis 2a klinikai vizsgalat
eredményeivel is, ahol az EDD kevésbé tlint érzékenynek a danicamtivra, mint az ESD. Egy

nemrégiben humdn mesterséges szivizomszoveten a danicamtiv és az OM hatasait
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Osszehasonlito vizsgalatban a danicamtiv hatdsara a szisztolés funkciot jellemzo
paraméterekben kifejezettebb javulds volt megfigyelheté a relaxdcidhoz képest. A
megnovekedett BK-i toltdnyomast koztudottan a pitvari kontraktilis funkcié ndvekedése
kompenzalja. A danicamtiv esetében ezt a jelenséget jol tiikkrozte a transzmitralis A-hullam
jelentds novekedése, az E-hullam, az E/A arany, valamint a szoveti dopplerrel mért e’/a’ arany
is jelentds mértékii csokkenése.

A GALACTIC HF vizsgalatban az OM-kezelés hatasasra a szivfrekvencia
kisméretékben csokkent, melyet a javuld kontraktilis funkcio kovetkeztében létrejovo pozitiv
hatasokkal hoztak Osszefiiggésbe. In vivo kisérleteinkben a szivfrekvencia nem valtozott. A
SET novekedése a miozin-aktivatorok egyik specifikus hatasa. Kisérleteink soran a valtozatlan
HR mellett megjelend SET megnyuldsa eredményezte a szisztolés idétartam novekedését.
Ennek kovetkeztében a diasztolés iddtartam rovidiil, igy a diasztolés €s a szisztolés idOtartam
aranyanak valtozasa potencidlisan hatdssal lehet a koronaria perfuziora. Az OM human fazis II.
¢s 1. vizsgalatokban megfigyelt hatasaival ellentétben patkanyszivben az IVCT-t és az IVRT-
t a danicamtiv nem befolyasolta. A danicamtiv fazis Ila vizsgalatdban csak extrém magas
dozisok (>3500 ng/ml) esetében figyelték meg az IVRT megnyulasat. A SET novekedése
egylitt jart a miokardialis teljesitményindex (Tei-index) javulasaval.

Fontos megjegyezni, hogy a strain echokardiografit kiilondsen kisallatokban ritkdbban
alkalmazzak, bar nagyon érzékeny moddszer a BK funkcid valtozasainak kimutatasara. A
szivizom sebesség ¢€s a strain TDI-vel is mérhetd, bar a speckle tracking 2D-strain-t jobb
technikanak tartjadk, mivel a TDI-vel ellentétben a kapott eredmények szogfiiggetlenek.
Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a danicamtiv jelentdsen csokkenti a szivizom 6sszehtizodasi
sebességét, amit egy 2D-strain paraméter, a radidlis szisztolés cslicssebesség jelentds
csokkenése is megerdsitett. A PLAX-ban nyert M-mdd képen az §sszehtizodas felszalloszara
illesztett egyenes meredeksége is csokkent, amely szintén megerdsiti, hogy a
szivizomosszehuzodas kinetikaja lassult. Jelen vizsgélatunkban a danicamtiv BK szisztolés
funkciéra gyakorolt hatasat nemcsak a standard mddszerekkel (EF, FS, SV, CO), hanem 2D-
strain echokardiografidval is értékeltiik. A danicamtivval kezelt patkdnyszivekben
szignifikansan alacsonyabb (negativabb) GLS és GCS értékeket mértiink.

Kisérleti eredményeink szivelégtelenségre torténd extrapolalhatdsagat korlatozhatja az
a tény, hogy vizsgalatainkat egészséges allatokon végeztiik. Ugyanakkor adataink 6sszhangban
vannak a szivelégtelenség kutyamodelljében €s a danicamtivval végzett 2a fazist vizsgalatban
megfigyelt eredményekkel.
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Osszességében elmondhatd, hogy az OM és a danicamtiv szivre gyakorolt hatdsai
hasonloak: mindkét vegyiilet javitja a bal kamra szisztolés funkcidjat, ugyanakkor
alkalmazasukkor diasztolés diszfunkcio kialakulasaval is szamolnunk kell. A danicamtiv OM-
lal szembeni elénye, hogy nem befolyasolja az IVRT-t és a IVCT-t, valamint nem valtoztatja
meg az EDD-t sem.

A danicamtiv az OM-hez hasonléan a Ca®’-homeosztazis befolyasolasa nélkiil javitja a
BK-i szisztolés funkcidt. Vizsgalatunk soran pitvari aritmia, malignus kamrai ritmuszavar, vagy
vezetési zavar megjelenését nem tapasztaltuk, amely szintén tdmogatja azt a tényt, hogy a
danicamtiv fliggetlen a konvencionalis pozitiv inotrdp szerekre jellemz6 mellékhatasoktol.
Fontos megjegyezni, hogy kutatocsoportunk egy korabbi in vivo vizsgalata soran, ahol szintén
egészséges patkanyokon alkalmaztunk OM-kezelést, egy ugynevezett alternald
elektromechanikus jelenség alakult ki, amelyet a danicamtiv esetében nem tapasztaltunk. Bar a
danicamtiv is befolyésolja az BK-i diasztolés funkcidt, ez a hatds kevésbé szembetling, mint az
OM alkalmazasakor. Ez a kiilonbség bizonyos mértékig Osszefiigghet a danicamtiv altal
kivaltott pitvari kontraktilitdis fokozodasaval. Ezenkiviil a diasztolés diszfunkcio
osztalyhatasként jelenik meg a direkt miozin-aktivatorok alkalmazdsa soran. Eredményeink
alapjan a danicamtivval kezelt betegeknél nagy figyelmet kell forditani az BK diasztolés

funkciojanak rendszeres ellendrzésére.

5.3 Limitaciok

A kisérleteket in vitro végeztik enzimatikusan izolalt kutya szivizomsejteken,
szobahdmérsékleten és alacsony ingerlési arany mellett, ezért eredményeink emberi szivre
torténd extrapolalasakor mindenképpen Ovatossdgra van sziikség. Mindazonaltal a kutya
szivizomsejtek celluléris elektrofiziologiai szempontbol a humén szivizomsejtekhez hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkeznek.

Mivel a biologiai folyamatok kinetikdja a homérséklet csokkenésével lelassul, a
standardizalt kortilmények kozott végzett kisérletek sordn alacsony frekvencidji stimulaciot
valasztottunk. Jelenlegi kisérleteinkhez hasonldan egy korabbi vizsgéalatunkban 0,5 Hz, 1 Hz,
2 Hz-es ingerlési frekvenciak alkalmazédsa sordn a szivizomsejtek hosszanak csokkenését €s
relaxacids zavarat figyeltik meg 1 uM vagy 2 puM OM koncentraci6é 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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5.4 Uj tudomanyos eredmények

e Kutatasunk soran igazoltuk, hogy az omecamtiv mecarbil téringerlés hianyaban is a
szarkomerhossz csOkkenését idézi eld, a szer kalciumérzékenyitd hatast.

e Az OM ¢és az EMD hasonl6 tdmadaspont ellenére eltérdéen valtoztatja meg a
miokardidlis szarkomer dinamikat.

e Az OM hatésara egyedi kalcium-szarkomerhossz Osszefiiggés lathatd, mely soran
igazoltuk, hogy a novekvo OM koncentracidk esetén, eltolodva a kalcium tranziens
lecsengése utan kovetkezik be a relaxacio, nyugalmi/diasztolés kalciumszint mellett.

e [n vivo vizsgéalatainkban strain elemzés soran elsdként irtuk a le a danicamtiv
0sszehuzodasi kinetikajanak a lassulasat.

e FElséként emlitjik a miozin aktivatorok esetén a diasztolés diszfunkcidt, mint
osztalyhatas (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.

e Igazoltuk, hogy a danicamtiv hatdsara a diasztol¢ ideje jelentdsen lerdvidiil, ugyanis a

szisztolé idejét elnyujta, mely felveti a coronaria perfiizid veszélyét.

6 Osszefoglalas
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 szignifikdns novekedése figyelhetd meg. Mindezen valtozasok diasztolés
diszfunkci6 kialakuldsahoz vezetnek. Az EMD - a hasonld molekuléris tdimadéaspont ellenére -
mind a szisztolés, mind a diasztolés szarkomerhosszat csokkenti, ugyanakkor a kinetikai
paramétereket inkabb fokozza. A Levo a diasztolés szarkomerhossz megvaltoztatasa nélkiil
fokozta a kontrakciokat.

In vivo a danicamtiv hatdsara a bal kamrai kontraktilitas, a bal kamrai ejekcids frakcio,
a frakcionalt rovidiilés, a pulzustérfogat és a perctérfogat is jelentds mértékben novekedett.
Korszerli echocardiographids modszerekkel a GLS és GCS javulédsa, mig a kontrakcios kinetika
lassuldsa (radidlis szisztolés cstcssebesség csokkenése ¢s az M-modban mért kontrakcio

meredekségének ellapuldsa) volt kimutathato.
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A miozin aktivatorok legfontosabb echocardiographias markere a szisztolés ejekcios 1d6
(SET) jelentésen megnyulasa a szivfrekvencia, az IVCT ¢és az IVRT valtozdsa nélkil. A
szisztol¢ iddtartamanak megnyulasa kovetkeztében a diasztolé iddtartama lerdvidiil, amely
miokardidlis iszkémia kialakuldsahoz vezethet a szer alkalmazasa soran.

A miozin-aktivatorok esetén a szisztolés funkcid javulasa mellett szamolni kell a
diasztolés funkci6 romldsaval (osztalyhatds). 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 kovetése javasolt. Ezen potencialisan kéros
hatasok jelentdsen korlatozhatjak/megkérddjelezhetik ezen 0j gyogyszercsoport klinikai

gyakorlatban torténd alkalmazasat.
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