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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

mellékvesekéreg stimuladld hormon
adenozin-monofoszfat altal aktivalt protein kinaz
pitvari natriuretikus peptid

acil-protein thioészteraz 1

arginin

atrioventrikularis

alap fibroblaszt novekedési faktor

testtomeg-index (kg/m?)

agyi natriuretikus peptid

ciklikus adenozin-monofoszfat

CAMP-reszponziv elemet kitd fehérje

kortikotrép serkenté hormon

diacil-glicerol

etilén-diamin-tetraecetsav

ejekcios frakcio

etilén-glikol-tetraecetsav

enzyme-linked immunoabsorbent assay
extracellularis jel altal szabalyozott kinaz
endotelin-1

follikulus stimulalé hormon

novekedési hormon

ghrelin

novekedési hormon elvalasztasat serkenté molekula
novekedési hormon elvalasztasat serkentd receptor
novekedési hormon elvalasztasat serkentd receptor 1a altipus
novekedési hormon elvalasztasat serkentd receptor 1b altipus
glutamin

ghrelin O-aciltranszferaz enzim

G-fehérjéhez kapcsolt receptor

homeostatic model assessment A index (mas néven HOMA-IR)

tormaperoxidaz
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IGF-1 inzulinszerti ndvekedési faktor 1
IP3 inozitol-trifoszfat

ISCH ischaemids betegcsoport

KIU kallikrein inhibitor egység

LDL alacsony denzitasu lipoprotein
Leu leucin

LH luteinizalé hormon

LVEDD bal kamrai végdiasztolés atmérd
LVESD bal kamrai végszisztolés atméro
LVM bal kamrai izomtomeg

Lys lizin

MAP artérids kozépnyomas

MRNS messenger ribonukleinsav

nKR normal Krebs-Ringer oldat

NEP neutralis endopeptidaz

NO nitrogén-monoxid

NOS nitrogén-monoxid szintaz
NTS-R1 neurotenzin receptor 1

NYHA New York Heart Association klasszifikacio
Phe fenil-alanin

PKC foszfokinaz C enzim

PLC foszfolipaz C enzim

PRL prolaktin

PVFD polivinil-difluorid

PWT hatso fal vastagsaga

RIA radioimmunassay

S.E.M. az atlag szorasa

Ser szerin aminosav

SGOT szérum glutamin-aminotranszferaz szint
SRE szérum reszponziv elem

SWT szeptumvastagsag

TAPSE tricuspidalis annulus sikjanak szisztolés kitérése
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transzformal6 novekedési faktor béta
transzmembran

tumor nekrozis faktor alfa

triptofan

pajzsmirigy stimulalé hormon
tetrodotoxin

tromboxan A,

érendotél-novekedési faktor

billentytlibeteg csoport
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2 BEVEZETES

A szervezet miikddésének peptiderg szabalyozdrendszerei — a purinerg és adrenerg
mechanizmusok feltérképezésével parhuzamosan — az 1950-es évektdl kezdve egyre
inkdbb az élettani és korélettani kutatdsok eldterébe keriiltek. Az els6ként felismert és
szintetizalt oxitocin és inzulin utan szamos peptid természetii hormon élettani hatasanak
feltérképezése megtortént.

A sziv fiziologias miikodését, korfolyamatait, szerkezeti atalakulasat mai ismereteink
szerint egy sor sziveredetli (példaul a pitvari natriuretikus peptid), valamint szivben is
termelddd, ubikviter peptid — példul az agyi natriuretikus peptid (BNP), az
angiotenzin Il vagy az endotelin-1 — befolyasolja. A fentieken tal a kdzelmultban tobb,
els6sorban mas szervrendszerekben termel6d6 peptid hormonrdl bizonyosodott be, hogy
a szivmiikddést is befolyasolja, erre példa a relaxin vagy a ghrelin is.

A jelen dolgozatban foglalt vizsgalatok eredményei a kordbban elsGsorban
gasztrointesztinalis hormonként szdmon tartott ghrelin sziv- és érrendszeri

szabalyzasban betoltott szerepével kapcsolatos ismereteket kivanjak bdviteni.

21 AGHRELIN

A ghrelin (GHR) peptid természeti endokrin szabalyozo agens. A hormont 1999-ben
fedezte fel Kojima munkacsoportja [1]. Vizsgalataik soran az addig arva receptorként
nyilvantartott ndvekedési hormon elvalasztasat serkentd receptor (GHS-R) endogén
ligandjaként azonositottdk a potens ndvekedési hormon elvéalaszté hatdssal rendelkezé
ghrelint patkdny gyomornyalkahartya-homogenizatumbol. A peptidet a proto-

indoeuropai nyelv ,,névekedés” (ghre) szotove utan nevezték el ghrelinnek.

2.1.1 A ghrelin termelddése és lebomlasa

A 28 aminosavbol allo peptid elsésorban a gyomornyalkahartya X/A tipusu oxintikus
mirigysejtjeiben termelddik, kisebb részben a gasztrointesztinalis rendszer egyéb
szakaszai is termelik. A kozelmultban a fentieken til szamos egyéb szervben és
szovetben azonositottdk a ghrelin mRNS-ét vagy magat a peptidet (1. tablazat). Tébbek
kozott a tiidé, a hasnyalmirigy, a vese, a maj, a lép, valamint a szivizom, az erek

simaizomszovete és endotéliuma is termel ghrelint [2, 3].
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A pre-pro-ghrelin gén mRNS-ének a ghrelinen kiviil tobb hasitési terméke is 1étezik,
példaul a 27 aminosavat tartalmazo dez-GIn'*-ghrelin, amely a ghrelinhez hasonl6
mértékben aktivalja a ghrelinreceptort [4].

A ghrelin sajatossaga, hogy — egyediiliként az eddig ismert peptidek kozott — aktiv
formajaban a harmadik szerin aminosav acilalt, egy oktanoil csoportot tartalmaz
(1. abra). A ghrelin receptor mésik endogén ligandja, a dez-GIn'*-ghrelin szintén
tartalmaz oktanoil csoportot a Ser’ pozicidban. Az n-oktanoildlast a ghrelin O-
aciltranszferaz (GOAT) enzim végzi [5]. A GOAT enzim elsésorban a
gasztrointesztinalis rendszerben (gyomor, duodenum, jejunum, ileum, colon) és a
hipofizisben mutathaté ki, azonban szamos més humdan szdvetben és szervben is
termelddik, példaul a mellékvesekéregben, vesében, majban, tiidében is [6]. A GOAT
mitkodését negativ visszacsatolasként maga az oktanolilalt peptid is gatolhatja [7]. A
human szivizomsejtek nem csak a ghrelint, mindkét ghrelin receptor altipust, hanem a
GOAT enzimet is expresszaljak, ami a szivizomban mikodd, autokrin vagy parakrin
modon hato, 6nallé ghrelin rendszer lehetdségét veti fel [2, 6, 8].

Az acilalt ghrelin a plazmaban gyorsan dezacilalodik, amely folyamatot az acil-protein
thioészteraz 1 (APT-1) enzim katalizalja [9]. Az exogén acilalt ghrelin féléletideje a
plazméban koriilbeliil 30 perc, ezért a plazméaban keringd ghrelin legnagyobb részben

dezacilalt forméaban van jelen [10, 11].

Human ghrelin

O
Lo GOOODPP
& C2POODIPO®
HCH
HCH
HCH
HCH
HCH
H
n-Octanoyl group (C8:0)

Current Opinion in Pharmacology

1. ABRA Az aktiv ghrelin molekula a 3. szerin aminosavon oktanoil csoporttal.
(Forras: Kojima et al. 2002 [12])
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Vizsgalt Ghrelin mRNS GHS-RlamRNS  GHS-R1b mRNS
szerv/szovet kopia/RNS tomeg  kopia/RNS tomeg  kopia/RNS tomeg

Gyomor fundus 10 - 10
Jejunum 10° - 1
Duodenum 10° - 10°
Gyomor antrum 5x10° - 10°
Tidd 10° - 10°
Pancreas 5x10* 10* 10°
Vénafal 5x10° - 5x10°
Epeholyag 5x10* - 10°
Nyirokcsomo 5x10* - 10°
Bal colonfél 5x10* - 10°
Nyel6csé 5x10° - 1
Hipofizis 10" 10° 10’
Vese 10* - 10
Ovarium 10° - 10°
lleum 5x10° - 10°
Maj 5x10° - 10°
Lép 5x10° 10" 10°
Here 5x10° - 10°
Zsirszovet 10° - 50
Placenta 10° - 10°
Mellékvese 10° 10° 10°
Viazizom 50 - 10°
Pajzsmirigy 10 5x10* 10°
Pitvari szivizom 10 - 5x10*
Kamrai szivizom 10 10° 10’
Bér 1 - 10’

1. TABLAZAT A ghrelin és a ghrelin receptorok expresszidjanak eléforduldsa
(Gnanapavan 2002-es abrai alapjan, kerekitett értékek [8])



DOI:10.14753/SE.2014.1930

2.1.2 Ghrelin receptorok

A ghrelin a novekedési hormon elvalasztasat serkentdé (GHS-R) receptor endogén
ligandja. Jelen ismereteink szerint a ghrelin receptoranak két altipusa 1étezik, mindkettd
ugyanazon gén kiilonb6z6 hasitasi terméke. A 366 aminosavbol allo GHS-R1a altipus
hét transzmembran doménnel rendelkezd, G-fehérjéhez kapcsolt receptor. Ez a
klasszikus ghrelin receptor, amely a ghrelin jelenleg ismert legtobb bioldgiai hatasat
kozvetiti. A receptor jelentds konstitutiv aktivitassal rendelkezik, amelyet az inverz
agonistaja, a D-Arg*-D-Phe®-D-Trp"®-Leu-P-anyag gatolni képes [13].

A 298 aminosavbol allé novekedési hormon szekretagog receptor 1b (GHS-R1b) a
receptor génjének rovidebb terméke. Ot transzmembran doménnel rendelkezik,
jelatviteli mechanizmusa szintén G-fehérjéhez kapcsolt. Az 1b receptor altipus
fiziologiai jelent6sége ez idaig nem ismert. Feltételezések szerint heterodimereket
képezhet az 1a altipussal, csokkentve ezzel a GHS-R1a konstitutiv aktivitasat [14].

A két receptoron kiviil egyéb receptortipusokrdl is feltételezik, hogy szerepet
jatszhatnak a ghrelin hatdsainak kozvetitésében. Bar kozvetlen bizonyiték a ghrelin
jelatvitelében betoltott szerepére nincs, egy ghrelin analoggal, a hexarelinnel végzett
vizsgalat alapjdn a korondria perfuziot csokkentd hatast patkany sziven a CD36
scavenger receptor kozvetiti [15].

Létezhet ez idaig ismeretlen — a felderitett jelatviteli utak alapjan akar tobb — GHS-R
altipus is (GHS-RX) [16]. Ezt tamasztjak ala azok a vizsgalatok, amelyek alapjan a
ghrelinnek tobb hatdsa is bizonyitottan nem a GHS-R1a receptoron keresztiil jon létre.
A ghrelin és analogjai antagonizalni képesek az izoproterenol okozta lipolizist patkany
zsirsejteken, illetve gatoljak az apoptdzist GHS-R1a mMRNS-t nem expresszald patkany
szivizom sejtvonalakon is [17, 18]. Izolalt tengerimalac €s patkany papillaris izmon a
ghrelin és analdgjai altal kifejtett negativ inotrop hatds szintén nem a GHS-R1
receptoron keresztiil valésul meg [19, 20]. A ghrelin ismert és feltételezett receptorait a
2. tablazat foglalja 6ssze (Muccioli és munkatarsai munkaja alapjan [14]).

A GHS-Rla receptor széleskorli biologiai hatdsaihoz és jelentdségéhez képest
viszonylag kevés szervben expresszalodik. Gnanapavan és munkatarsai a szamos
vizsgalt szerv koziil csak a pancreasban, a hipofizisben, a 1épben, a mellékvesében, a
pajzsmirigyben és a szivizomban talaltdk meg a receptor mRNS-ét patkdnyban. Bar a

ghrelin szamos gasztrointesztinalis hatasa GHS-R1a receptorfiiggd, feltételezhetd, hogy

10
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a receptor a kozponti idegrendszerben kozvetiti a hatast, és az ingeriilet a vegetativ
idegrendszeren keresztiil tovabbitodik a periféria felé.

A GHS-R1b receptor — csak ugy, mint maga a ghrelin — szinte minden szervben
expresszalodik, a gasztrointesztinalis rendszer szamos részén kiviil tobbek kozott az
agyban, a tiid6ben, zsirszovetben, valamint a szivizomszovetben és az érsimaizomban
iIs. Amig a GHS-R1a receptor alacsonyabb kopiaszamban, az ismeretlen funkcidju
GHS-R1b a hipofizis és a bor mellett a vizsgalt szovetek koziil a legnagyobb
kopiaszamban a szivizomban fordul el (1. tablazat, [8]). Ezen tény jelentGsége
egyelére nem ismert, azonban nem zarhaté ki, hogy a receptor szereppel birhat a

kardiovaszkularis szabalyozasban.

11
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Tipus és jellemzok Ligandok Jelatvitel
Agonistak:
- ghrelin, rovid ghrelin-fragmentumok, Gay, -> Ca**, PLC, IP3, DAG,
szintetikus GHS-ek PKC [28, 29]
- parcialis peptid és non-peptid novekedési
hormon elvalasztasat fokozd hormonok - ERK1/2, CREB, SRE [13]
GHS-Rla (GHS)
- 7 TM domén L
- 366 aminosav Parcialis o K*-csatorna blokad [30]
- konstitutiv aktivitas - adenozin [21, 22]
- homo- és hetero-
dGmfleﬁl,Z??}llo K | Antagonistak:
-fehcrjehez kapesolt D-Lys>-GHRP-6 [23] - cAMP szint novekedése [31]
receptorokkal
- cortistatin és oktapeptid analogja [24] - AMPK_indu.ke'l’ltg’CazJ'-jel [32],
izoxazol, diaminopirimidin és triazol heterodimerizacio GHRH és
szarmazékok [25-27] D1 receptorokkal [33, 34]
Inverz agonista: _
- D-Arg'-D-Phe®-D-Trp"®-Leu**-P-anyag [13]  ismeretlen
GHS-R1b
: gggl\grg?nrg::\/ Agonista: Heterodimer képzés GHS-R1a
L - neuromedin az NTS-R1 receptorral képzett és NTS-R1 receptorokkal
- heterodimerizacio heterodimer esetén [35] [35, 36]
G-fehérjéhez kapcsolt '
receptorokkal
Agonista:
GHS-Rx, - ghrelin CAMP/PKA, PI3K/AKT,
ismeretlen - dezacil-ghrelin ERK 1/2 [18, 37, 38]
- szintetikus GHS-ek [17-19, 37, 38]
GHS-RX, Agonista: .
ismeretlen - dezacil-ghrelin [39-41] ismeretlen
f:sDc:\t/Sen er receptor Agonista:
ger recep - oxidalt LDL [42] - oxidalt LDL felvétele [42]
- B osztalyu
?gkgf/{(ggﬂén Agonista vagy antagonista:
- 471 aminosav - hexarelin (szintetikus GHS) [15, 43] - ismeretlen egyéb mechanizmus

2. TABLAZAT Osszefoglalé dbra a bizonyitott és feltételezett ghrelin receptorokrol
Muccioli és munkatarsai tibldzata alapjan [14]

12
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2.1.3 A ghrelin novekedésre és proliferaciora kifejtett hatasai

A ghrelin elséként felfedezett hatdsa a ndvekedési hormon elvélasztasanak fokozasa
volt. Mind allatkisérletes, mind egészséges onkénteseken végzett vizsgalatok alapjan a
szervezetbe bevitt exogén ghrelin szignifikdnsan megnoveli a ndvekedési hormon
keringésben mérhetd szintjét [44-46]. Takaya és munkatarsai altal végzett
vizsgélatokban az egészséges fiatal férfiaknak beadott ghrelin nem csak a ndvekedési
hormon szérumszintjét emelte meg, de szignifikdns novekedést figyeltek meg az
ACTH, kortizol és prolaktin koncentracidjaban is, mig a TSH, LH és FSH szintje
valtozatlan maradt. A ghrelin novekedésre gyakorolt hatdsa mar az élet els6 évében is
jelentds: csecsemOktdl vett vérmintdkban a ghrelinszint szignifikans pozitiv korrelaciot
mutatott az életkorral, a testhosszal, testsullyal és fejkorfogattal [47].

Izolalt sejtvonalakon végzett vizsgalatok alapjan a ghrelin ugyanakkor szamos
szOovetben a ndvekedési hormon elvalasztasatol fliggetleniil is proliferaciot okoz, tobbek
kozott adipocyta, osteblast, és human mellékvesekéreg zona glomerulosa sejtvonalon
[48-50]. Emberi hasnyalmirigybdl izolalt szigetsejteken mind az acilalt ghrelin, mind a
dezacilalt forma proliferacios és antiapoptotikus hatassal bir [37]. Egér mioblaszt
sejtvonalon a ghrelin serkenti az izomsejtek fejlodését és érését is [51]. Mind a ghrelin,
mind a peptid dezacilalt formaja proliferacios hatassal bir in vitro gyomordaganat
sejteken [52]. A ghrelin a szivben angiogenetikus és szivizomsejteken proliferacios
hatassal is bir, ennek részleteit a kardiovaszkularis hatdsokrol szold fejezetben

ismertetem.
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2.1.4 A ghrelin metabolikus hatasai

A ghrelin igen potens orexigén peptid. Az exogén ghrelin mind allatkisérletekben, mind
egészséges Onkénteseken végzett vizsgalatokban fokozta a taplalékfelvételt [53, 54], a
gyomorsav-szekréciot [55], valamint a gasztrointesztinalis motilitast [56]. A peptid
plazmakoncentracidja étkezések elétt a legmagasabb, és taplalékbevitel utan csokkést
mutat [57]. A ghrelin negativ korrelaciét mutat a testtomeg-indexszel, ami egy idaig
kozelebbrdl nem tisztazott negativ visszacsatolasi szabalyzasra utalhat [58]. Kiilonb6z6
okbol kialakult cachexidban és anorexia nervosaban a ghrelin szint megemelkedik [59-
61]. Ugyancsak magas ghrelin szint mérhet6 az alacsonyndvéssel, fokozott étvaggyal és
kovetkezményes elhizassal jaro Prader-Willi szindromédban: a szintén elhizott
kontrollcsoporthoz képest is hdromszorosan emelkedett ghrelinszintet irtak le, amely
még a kontrollcsoport 36 oOrds ¢éhhomi 4allapotdban mért plazmakoncentraciot is
meghaladta [62].

A ghrelin terapias felhasznéaldsanak egyik irdnya éppen az orexigén hatas kihasznalasa
lehet: daganatos betegeknél a ghrelin fokozza az étvagyat és a kaloriabevitelt;
cachexids, szivelégtelen betegeknél pedig a sziv pumpafunkcidjanak javitdsan tul a
ghrelin adasa javitotta az izomer6t és novelte a szaraz testtomeget [63, 64]. Egy Kis
esetszamu, anorexia nervosaban szenvedd betegeken végzett vizsgalatban a ghrelin
csokkentette az epigasztridlis diszkomfortot és a székrekedést, javitotta az étvagyat, és
12-36%-kal novelte a napi energiabevitelt [65].

Masfel6l az acilalt ghrelin szint mesterséges csokkentése (példaul ghrelin ellenes
antitesttel vagy a GOAT enzim gatlasa altal) elméletileg a taplalekfelvétel
csOkkentésehez, ezaltal az elhizds csokkentéséhez vezethetne. A ghrelin rendszer
gatlasara iranyul6 vizsgalatok azonban ez idaig nem eredményezték a vart sikert [66].

A ghrelin jelentds kétiranyl kolesonhatasban all a szénhidrat-haztartassal. A ghrelin
megemeli a vércukorszintet [67], és a hasnyalmirigyben stimulalja a glukagon
szekréciojat [68]. Egészséges Onkéntesekben az exogén ghrelin csokkenti a
gliik6zinfizio altal kivaltott inzulinszekréciot [69]. Részben ez a hatas magyarazhatja,
hogy a szérum ghrelin szint irodalmi adatok szerint negativ Osszefiiggést mutat az
inzulinszinttel felnétteknél és csecseméknél egyarant, valamint pozitivan korrelal az
inzulinérzékenységgel [47, 70]. Ugyanakkor egészséges dnkéntesekben az intravénasan

bevitt inzulin is csokkenti a ghrelin koncentraciot [71].
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2.1.5 A ghrelin ép keringésre gyakorolt hatasai

A peptid igen széleskorii, a novekedési hormon elvalasztasanak serkentésétol fiiggetlen
kardiovaszkularis hatasokkal rendelkezik. Egészséges oOnkéntesekben a ghrelin
intravénds bolusban adva csokkenti a szisztémas vérnyomast, noveli a pulzustérfogatot
és a szivindexet a szivfrekvencia szignifikans valtoztatdsa nélkil [46]. A
vérnyomascsokkentd hatds — legaldbbis részben — kozponti idegrendszeri
mechanizmuson, a nucleus tractus solitariin keresztiil jon 1étre [72]. Eber nyulakon
végzett vizsgalatokban az intravénds ghrelin bolus a rendlis szimpatikus aktivitas
valtozasa nélkill csokkentette a vérnyomast, mig kozvetleniil az agykamraba injektalt
ghrelin mind a vérnyomast, mind a vese szimpatikus beidegzésének aktivitasat
csokkentette, valamint megnovelte a baroreflex érzékenységét [73]. Mindezen hatasok a

novekedési hormon elvalasztdsanak serkentésétdl fiiggetlen hatdsoknak bizonyultak.

2.1.6 A ghrelin hatasai ischaemias szivbetegségben

A ghrelin szamos kardioprotektiv hatassal is rendelkezik. Ischaemia-reperfuzios
kisérletekben ¢és izoproterenol okozta szivizom-ischaemia modellben a ghrelin
csokkentette az infarktusméretet, gyulladdscsokkentd hatdsokon és a szimpatikus
aktivitas csokkentésén keresztiil gatolta a korai szivizom-remodellinget [74-77].
Allatkisérletben a bal koronariarendszer lekétésével létrehozott infarktust kovetéen 30
percen beliil adott egyetlen dozis ghrelin képes a mortalitast a felére csokkenteni, a
szimpatikus aktivitast akutan és kronikusan is csokkenteni, valamint az ejekcios frakcid
jelentés romlasat megakadalyozni [78].

Mind a ghrelin, mind a dezacil-ghrelin a GHS-R1a receptortdl fiiggetlen jelatvitellel
gatolja a szivizomsejtek és az endotélsejtek apoptdzisat [18]. A ghrelin és szintetikus
analogja, a hexarelin kardiomiocita sejtvonalon proliferaciot serkentd hatdssal bir,
amely szintén fiiggetlen a GHS-R1a receptortol [79]. Mindezen tal a peptid serkenti a
ezaltal in vitro kisérletben angiogenezist hozott létre, amely GHS-Rla receptortol
fiiggének bizonyult [80]. Egy kozelmultban publikalt kisérlet eredménye alapjan az
angiogenetikus hatas in vivo is létrejon: posztinfarktusos patkanyoknal négy hetes
ghrelinkezelést kovetden az infarktusos €s periinfarktusos szivizomzonakban fokozott

érképz6dés, illetve VEGF expresszio észlelhetd [81]. A kronikus ghrelinkezelés

15



DOI:10.14753/SE.2014.1930

posztinfarktusos patkanyokban csokkenti a szivizom kamrai ritmuszavarok irdnti
érzékenységét [82]. Ezen antiaritmids hatast legvalosziniibben a nervus vagus kozvetiti
[83].

A ghrelin és GHS-R1a rendszer jelentds kardiovaszkularis hatdsait tdmasztja ald az a
tanulmany, amely a peptid és a receptor genetikai variansainak Osszefliggését vizsgalta a
szivinfarktus és a koronariabetegség kialakulasi valosziniiségével. A ghrelin genetikai
kardiovaszkularis események kockézatat (noha a mutans receptorok funkcionalitasat
nem vizsgaltak) [84].

A keringd ghrelinszint tobb tanulmany szerint is megvaltozik ischaemids
szivbetegségben.  Angiografidval  igazolt  koronariabetegeknél a  negativ
koronarogrammal rendelkezd kontrollokhoz képest szignifikansan alacsonyabb plazma
ghrelinszint mérhetd. Akut koronaria szindromaval kezelt betegeknél a ghrelinszint még
a tlinetmentes koronariabetegekhez képest is alacsonyabb [85]. Hasonld eredményre
jutott egy kinai munkacsoport is mind normal szénhidrat-haztartdssal rendelkezd
betegek, mind cukorbetegek korében. A ghrelinszint eredményeik szerint nem csak a
koronariabetegség sulyossagaval (a legalacsonyabb szint akut szivinfarktusban
mérhetd), hanem a koronarialézidé komplexitasaval is negativ korrelaciot mutatott [86,
87]. Egy kozelmultban végzett magyar vizsgalat korabban szivizominfarktuson atesett
betegeknél a kontrollcsoporthoz képest alacsonyabb szérum ghrelin koncentraciot talalt,
amely a TNFa-val egyiitt prediktiv értékii lehet az atherosclerosis kialakulasaban [88].
A fenti eredmények alapjan tehat az alacsony ghrelinszint magasabb kardiovaszkularis

kockéazattal jarhat egyiitt.

2.1.7 A ghrelin hatasai szivelégtelenségben

A ghrelin és a szivelégtelenség kapcsolatardl eziddg kevés adattal rendelkeziink.
Terminalis szivelégtelenségben szenvedd, szivtranszplanticiora keriild betegek
explantalt szivébdl vett mintdkban alacsony ghrelinexpressziot és a GHS-R1a receptor
expressziojanak jelentds, mintegy kompenzatérikus novekedését irtak le egészséges
szivii kontrollokhoz képest [89]. Lund és munkacsoportjanak eredményei alapjan
terminalis szivelégtelenségben a keringd ghrelin szintje megemelkedik, majd

transzplantaciot kdvetden normalizalodik, azonban ezt éppen ellentétes taplalékbeviteli
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mintdzat kdveti, azaz a magas ghrelinszint ellenére csokkent taplalékfelvétel észlelhetd
szivelégtelen betegeknél. A jelenség egyik lehetséges oka a szivelégtelenség alatt
1étrejovo ,,ghrelinrezisztencia”, és ennek oldodasa a szivtranszplantaciot kovetéen [90].

Szivelégtelenség koronaria ligaturaval kivaltott patkdnymodelljében a harom hetes
ghrelinkezelés novelte a szivindexet, a bal kamrai kontraktilitdst és a frakciondlis
hossztengelyi rovidiilést, valamint javitotta a szivelégtelenség kialakuldsaval egyiitt jard
kardialis cachexiat [91].

Szivelégtelen betegekben bolus ghrelin adésa a szivfrekvencia novelése nélkiil
csokkentette a vérnyomast, és emelte a szivindexet és a pulzustérfogatot. Ugyanakkor
ezzel parhuzamosan a ndvekedési hormon szérumszintje szintén jelentdsen, 15-
szOrosére emelkedett, igy a fenti valtozasok nem tekintheték egyértelmiien a ghrelin
direkt hatasanak [92]. Kronikus, harom hetes ghrelinkezelés esetén egy kis esetszamu
vizsgélatban szivelégtelen betegeknél csokkent a szimpatikus izgalom, enyhén
emelkedett az ejekcios frakcio és a bal kamrai izomtomeg, valamint csokkent a bal
kamrai végdiasztolés térfogat. A ghrelin javitotta az izomerdt és ndvelte az izomtomeget
[64].

Ugyanakkor kisérletes vizsgalatokban — a human vizsgalatok eredményeivel ellentétes
moédon — izolalt tengerimalac papillaris izmon mind a ghrelin, mind a dezacil-ghrelin
negativ inotrop hatdsunak mutatkozott. A hatis azonban csak €ép endotél mellett jott
létre, és indometacinnal géitolhatd volt, igy a hatdst valosziniileg nem kozvetlentil a
ghrelin, hanem a ghrelin hatasara az endotél altal termelt ciklooxigenaz-metabolit hozza
létre [19]. Soares és munkatarsai szintén negativ inotrop, valamint negativ luzitrop
hatast irtak le normal és hipertrofids patkanyszivbdl izolalt papillaris izmokon végzett
vizsgalatukban. Itt sem a denudécio, sem a ciklooxigendz gatldsa nem befolyasolta a
hatast [20]. Az in vitro allatkisérletes eredmények alapjan felmeriil, hogy a fenti in vivo
¢s a human vizsgalatok pozitiv eredményeit nem kozvetleniil a ghrelin altal okozott
miokardidls kontraktilitas-fokozddas, hanem egyéb mechanizmusok, példaul a

szimpatikus aktivitas csokkentése hozza 1étre.
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2.1.8 A ghrelin direkt érhatasai

A ghrelin kozvetlen érhatasai tobbiranyuak lehetnek, és az ez iddig rendelkezésre allo
ismeretek alapjan fajonként és érteriiletenként kiilonbozhetnek. EQy human vizsgalatban
az Intraarterialisan adott ghrelin novelte az alkar véraramlasat [93]. Izolalt,
endotéliumatél megfosztott human artéria mammaria gylirikén a ghrelin képes
ellensulyozni az endotelin-1 potens érsziikitd hatasat [3, 94]. Ugyancsak értagitd hatas
figyelheté meg fenilefrinnel prekontrahalt patkany izolalt mezenterialis érpalyan ghrelin
perfiizid esetén, azonban itt a hatds endotéliumtdl fiiggének bizonyult [95]. Altatott
patkanyokon bolus ghrelin adasa szintén vérnyomasesést eredményezett, amelynek
mértéke NOS-gatlds esetén jelentésen novekedett, a Ca-szenzitiv K-csatornak
gatloszere, apamin és charybdotoxin egyiittes addsa esetén pedig a vérnyomasesés
mértéke csokkent. Ez alapjan a ghrelin értagitd hatasdban a Ca-szenzitiv K-csatorndk
Szerepet jatszhatnak, amelyeket korabbi vizsgalatok eredményei alapjan az NO gatolhat,
igy az értagulat csokkent NO-szinttel jard allapotok, példaul endotélium-diszfunkcio
esetén jelentds lehet [96]. A karosodott ereken 1étrejové fokozott ghrelinhatast tamasztja
ald Katugampola és munkatarsainak megtigyelése, amely szerint az atherosclerotikus
erekben az izotoppal jelolt ghrelin kotddése fokozodik, tehat a ghrelin receptor fokozott
expresszidja valoszinisithet6 [97].

Ugyanakkor a ghrelin mas érteriileteken a koriilményektdl fliggben vazokonstriktor
hatéast is kifejthet. Grossini és munkatarsai eredményei alapjan az intrakorondridsan
adott ghrelin in vivo sertésmodellben csokkentette a koronariak véraramlasat. A hatas a
B, adrenerg receptor altal kivaltott NO-felszabadulas gatlasan keresztiil jott 1étre [98].
Pemberton ¢és munkacsoportja ugyancsak a koronaria érellendllds novekedését
tapasztalta ghrelin adasat kovetéen Langendorff szerint perfundalt izolalt
patkanysziveken. Spontan tonusu izolalt patkdny koronaria arterioldkon a ghrelin
szintén vazokonstrikciot okozott [99]. Egy bolgar munkacsoport tobb megallapitast is
tett a ghrelin érhatésaval kapcsolatban. Ok tonusfiiggé (endotelin el6kezelést igényld)
vazokonstrikciot irtak le izoldlt huméan mezenteridlis arteriolakon és tengerimalac
vesearteriolakon [100, 101]. A human ereken a denudalés és tetrodotoxin denervacio
csOkkentette a hatdst. A tengerimalac rendlis artériaszegmenseken a ghrelin altal
kivaltott tenziondvekedés Rho-kinaz, PLC, és Ca-szenzitiv K-csatorna jelatviteli utat

igénybe vevé mechanizmusunak bizonyult. A hatas feltételezésiik szerint az endotelin
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intracellularis jelatviteli Utjanak ghrelin altal torténd facilitalasa vagy egy kozelebbrol
nem ismert, endotél eredetii konstriktor mediator felszabaditasa révén johet 1étre. Izolalt
tengerimalac femoralis artéria simaizomsejteken a ghrelin szintén kontrakciét okozott,
ami a patch-clamp vizsgalatok alapjan Goio)-fehérje altal medialt, foszfatidil-inozitol-
PLC, foszfatidil-kolin-PLC, PKC és IP3;-medialt Ca-felszabadulason keresztiil, Ca-
szenzitiv K-csatornak involvalasaval jott 1étre [102]. A ghrelin direkt érhatasarol szold

eddigi ismereteket a 3. tdblazat foglalja Ossze.
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3. TABLAZAT A ghrelin direkt érhatdsdrél szol6 irodalmi eredmények dsszefoglaldsa,
az esetleges prekonstrikcio, valamint a feltételezett hatasmechanizmus feltiintetésével.
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2.2 A PERIKARDIALIS FLUIDUM

A szivizom kozvetlen mikrokdrnyezetében, az intersticiumban lejatszodo folyamatok és
az ott eléforduld biologiai agensek kozvetlen vizsgalatira kevés modszer létezik,
kiilonésen human alanyoknal. A sziv intersticiuma kdzvetlen kommunikécioban 4ll a
szivizom intracellularis terével, igy vizsgdlata betekintést nyujthat a szivizom
homeosztazisaba.  Kisérletes modellekben  epikardidlis  korongokkal  vagy
mikrodializissel értek el eredményeket, azonban human vizsgalatokban ezek nem
kivitelezhet6k [103, 104].

A perikardialis folyadék Osszetételének vizsgalata jo lehetdséget adhat a szivizomban
lezajlo folyamatok vizsgalatara. A perikardidlis térben fizioldgias koriilmények kozott
kortlbeliil 20-50 ml folyadék talalhato meg. A fluidum feladataként kordbban csak
mechanikus lubrikans funkciot feltételeztek, azonban az elmult két évtized vizsgalatai,
koztilk a néhai Juhdsz-Nagy Sandor professzor munkacsoportjanak eredményei a
perikardidlis folyadék ennél l1ényegesen nagyobb lehetséges bioldgiai szerepét tartak fel.
Allatkisérletes és human vizsgalatok a perikardialis folyadékot a sziv negyedik aktiv
biologiai kompartmentjeként azonositottdk az intracellularis, intersticidlis és
intravaszkularis folyadékterek mellett, amely részt vehet a szivizom autoregulacids
folyamataiban [105].

A perikardialis fluidum eredetét tekintve foként miokardialis transzszudatum [106].
Szamos, a szivben is termel6dd agenst, példaul adenin nukleozidokat [107], pitvari és
B-tipusu natriuretikus peptidet [108, 109], endotelin-1-et [110, 111] és katekolaminokat
[112] a szisztémas plazmaban vagy a sinus coronarius vérében mérheténél magasabb
utal. A plazmaénal magasabb perikardialis koncentraciokhoz hozzéjarulhat, hogy egyes
anyagok (pl. adenin nukleozidok, pitvari natriuretikus peptid) féléletideje a perikardialis
térben hosszabb a plazmahoz képest [109, 113]. A féléletidé meghosszabbodasat, illetve
a csokkent elimindciot az ANP és az endotelin-1 esetén nem a lebontd neutrélis
endopeptidaz (NEP) enzim csokkent aktivitdsa okozza: az enzim kutydban a plazméahoz
képest jelentésen nagyobb koncentracidoban taldlhaté meg a perikardialis folyadékban

[109]. Bar betegekben a NEP aktivitasa a perikardialis folyadékban némileg
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alacsonyabbnak bizonyult, az aktivitds nem mutatott Osszefliggést a perikardalis
endotelin-1 koncentracioval [114].

Ischaemias szivbetegségben a perikardiumban akkumuldloddé egyes anyagok
koncentracidja a normalishoz képest joval magasabbra emelkedhet. Bypassmiitéten
atesO koronariabetegek perikardialis folyadékdban az adenozin és inozin koncentracioja
kétszerese volt a billentylibeteg kontrollcsoporthoz képest [115]. Endotelin
modelljében ugyancsak jelentésen emelkednek az adenin nukleozidok perikardialis
koncentraciéi a szisztémas plazmaszintek szignifikans valtozasa nélkil [116]. Az
endotelin-1 perikardialis koncentracioja ischaemias szivbetegségben masfélszeresére né
a nonischaemias szivbetegekhez képest [117].

A dolgozat témajdhoz kapcsolodoan figyelmet érdemel, hogy ischaemias
szivbetegségben és szivelégtelenségben a perikardialis folyadékban egyes novekedési
faktorok szintje is megemelkedik. Instabil angindban a fibroblaszt novekedési faktor
(bFGF) szignifikdnsan, az érendotél-novekedési faktor (VEGF) tendenciaszeriien
emelkedett volt egy kis esetszamu vizsgalatban [118]. Koronariabetegektdl vett
perikardidlis mintadkban az inzulinszeri novekedési faktor 1 (IGF-1) koncentracidja
megndtt, mig a plazmiban inkabb csokkent, valamint a perikardidlis IGF-1
koncentracio negativ korrelaciot mutatott a bal kamrai ejekcids frakcioval. Mind az
IGF-1, mind receptordnak expresszidja a karosodott szivizomban magasabbnak
bizonyult immunhisztokémiai metszeteken nem szivelégtelen kontrollokhoz
viszonyitva. Mindez a kardialis IGF-1 rendszer kompenzacids szerepére utal csokkend
pumpafunkcié esetén [119]. Egy masik vizsgalatban bypassmiitéten atesé ischaemias
szivbetegektdl gytlijtott perikardidlis fluidumban a bFGF koncentracidja huszszorosa
volt a szérumban mérhetdnek, és a perikardialis fluidum novekedést idézett eld patkany
szivizomsejt-kultiran. A novekedés mértéke pozitivan korrelalt a betegek bal kamrai
izomtomegével, és bFGF és TGF-p ellenes antitestekkel gatolhato volt [120].

A perikardidlis folyadékban magas koncentracioban eléfordulé anyagok tehat
visszahathatnak a szivmiikodésre. Intraperikardidlisan adott adenin nukleozidok
kivaltjak a rajuk jellemz6 kardialis hatasokat, rdadasul az intravénas adasmodhoz
képest elnyujtottabban és kisebb szisztémas hatas mellett [113], valamint fokozzak a

szivizomban az endotelin-1 felszabadulasat, amely a perikardialis endotelin-1 szint
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novekedésével kovetheté nyomon [121]. A perikardialis térbe adott endotelin-1
ugyanakkor fokozza a szivben az adenin nukleozidok képzddését [105], és dozistol
fliggben kamrai ritmuszavarokat is okozhat [122].

Ugyancsak allatkisérletes vizsgalatok alapjan a perikardialis térbe adott dopamin és
noradrenalin emeli a szivfrekvenciat, noveli a kontraktilitdst és a szisztémas
vérnyomast, valamint megemeli a perikardidlis térben mérhetd endotelin-1 és adenin
nukleozid koncentraciét [123]. A perikardialis atrialis natriuretikus peptid
koncentraciéja mind az endotelin-1, mind az angiotenzin Il perikardialis inkubacidja
soran megemelkedik [124, 125]. A fenti eredmények alapjan tehat a perikardialis
hatétér komplex kolcsonhatasok révén aktivan részt vesz a miokardium
szabalyozéasaban.

A perikardialis térbe bevitt bFGF szignifikansan csokkentette posztinfarktusos
malacokon az infarceralt terlilet vaszkuldris rezisztencidjat, aminek a hatterében
angiografiaval is igazolt fokozott kollateralizacio allhat [126, 127].

A ghrelin perikardialis el6fordulasaval kapcsolatban ez idaig irodalmi adat nincsen. A
fenti adatok értelmében a perikardialis ghrelin szint a szisztémas plazmaszinteknél joval
kozelebbi becslést adhat a peptid miokardialis koncentracigjarol, illetve a miokardium

szabalyozasi folyamatainak allapotarol.
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3 CELKITUZESEK

Munkam soran a ghrelin kardiovaszkularis szabalyozasban betoltott szerepét vizsgalva a
peptid direkt koronariahatdsat, annak receptorfiiggését, valamint a ghrelin ischaemias
szivbetegségben ¢€s szivelégtelenségben betoltott szerepét kivantam vizsgalni.

A ghrelin kardioprotektiv hatasainak ismeretében feltételeztiik, hogy ischaemias
szivbetegségben a peptid lokalis, szivszoveti koncentracidja megvaltozhat. Mivel a
miokardidlis koncentracid direkt mérése huméanban nem lehetséges, célul thztik ki
szivmitétre keriil6 kronikus ischaemids szivbetegek és kontrollként nonischaemids
billentylibetegek perikardialis folyadékaban ¢és szisztémas vérplazmajaban az aktiv
(acilalt) és Ossz-ghrelin koncentracid mérését. Vizsgaltuk a ghrelinszintek, valamint a
funkcionalis és morfolégiai szivparaméterek, antropometriai adatok és metabolikus
paraméterek kozotti korrelaciot.

A bevezetdben vazolt irodalmi adatok alapjan a ghrelin direkt érhatdsa nem tisztazott, a
vizsgalt fajtol és szervtdl, a vizsgalt érszakasz érpalyan beliil elfoglalt helyzetétol
(konduit artéria, nagyerek vagy teljes érrendszerek), valamint az értonustol egyarant
figghet. Tekintettel az egymasnak ellentmondo, részben hidnyos irodalmi adatokra,
vizsgalni kivantuk a ghrelin receptorok (GHS-R1a és GHS-R1b) jelenlétét a koronaria
rendszerben és a szivizomban, valamint tisztdzni kivantuk a ghrelin intramuralis
koronéria rezisztenciaerek kontraktilis statuszéra kifejtett hatidsat és ezen hatas
receptoridlis mechanizmusat nagyallatbol izolalt ereken.

A ghrelinkoncentracio szivelégtelenség kialakuldsa soran bekovetkezd valtozasanak
tanulmanyozasahoz célunk volt egy megbizhato, jol reprodukélhaté nagyallatmodell
bedllitdsa. A modellben vizsgalni kivantuk a plazma ghrelin és kontrollként a proANP

crer

jellemzd echokardiografias és laborparaméterekkel.
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4 MODSZEREK
4.1 HUMAN PERIKARDIALIS VIZSGALAT

4.1.1 Betegcsoportok és mintavétel

Vizsgalatunk sordn ischaemias szivbetegség miatt elektiv koronaria bypass miitétre
keriild betegeket (ISCH, n=54), valamint kontrollként negativ koronarogrammal
rendelkezé (koszortér-betegség nélkiili), billentylibetegség miatt nyitott szivmiitétre
keriild (VHD, n=41) betegeket vontunk be. A billentylibetegek koziil 25 paciens az
aortabillentyli betegsége, mig 16 beteg a mitralis billenty(i betegsége miatt keriilt
mitétre. A betegek demografiai és antropometrikus adatait a 4. tablazat mutatja. A
bevalasztasnal kizarasi kritérium volt az akut miokardialis infarktus, a gyulladasos vagy
tumoros megbetegedés, illetve a vese- vagy mdjbetegség. A perikardidlis fluidum és
centralis vénds vérmintak vétele intraoperativan tortént, legalabb 12 draval az utolso
étkezést kovetden. A betegek tartdsan szedett gyogyszereit az 5. tablazat mutatja. A
diabéteszben szenvedd betegeknél a preoperativ idészakban az euglikémia fenntartasa

rovid hatast inzulin adagolasaval tortént. Ezen betegeknél a mintavétel a legutobbi

inzulin beadéasa utan legalabb 6 oraval tortént.

Paraméter (atlagtSEM)

Eletkor (év) 63+1 66+1
Nem (férfi/no) 43/11* 15/26
Dohanyosok aranya (dohanyos/nem dohéanyos) 14/40 5/36
Alkoholfogyasztok aranya (fogyaszt/nem fogyaszt) 6/48 3/38
Magasvérnyomas-betegség aranya (van/nincs) 4717* 6/35
Diabetes mellitus aranya (van/nincs) 18/36* 4/37
Testtdmeg-index (kg/m?) 28+1 27+1

4. TABLAZAT Az ischaemids (ISCH) és billentyiibeteg (VHD) csoport demogrdfiai és
antropometriai adatai. * p<0,05; ISCH vs. VHD (Fisher-féle egzakt teszt)
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Gyogyszerek ISCH VHD Fisher-féle
(a gyogyszert szedd betegek szazaléka) (n=54) (n=41) egzakt teszt
Angiotenzin konverter enzim inhibitor 71 41 p<0,01
Angiotenzin-receptor blokkold 15 15 p=1,00
Kalciumcsatorna blokkolo 36 20 p=0,11
Béta-receptor blokkolo 82 76 p=0,61
Sztatin 62 39 p<0,05
Diuretikum 16 37 p<0,05
Nitrat 60 10 p<0,01
Digitalisz 5 7 p=1,00
Oralis antidiabetikum vagy inzulin 31 10 p<0,05

5. TABLAZAT A betegek kronikus gyégyszerelése betegcsoportok szerint

A szivsebész a szivmiitét sordn kozvetleniil a perikardium megnyitasat kovetden
kb. 10 ml fluidumot szivott le a perikardium zsakbol. A vérrel szennyezett mintak nem
kertiltek felhasznalasra. Ezzel egyidejlileg centralis vénabdl vérminta levétele is tortént
preparalt (EDTA-t tartalmazd) Vacuette csovekbe. A ghrelin lebomlasanak gatlasa
érdekében minden mintat aprotininnel, egy aspecifikus szerin protedzgatloval kezeltiink
(500 KIU/ml koncentraciéban), majd a mintakat 4°C-on, 3000/perc fordulatszamon
20 percig centrifugdltuk. A plazmat, illetve a perikardidlis fluidum esetén a feliiluszot
500 pl-es egységekre osztva, Eppendorf csdvekben, -80°C-on taroltuk a mérések
elvégzéséig.

Minden beteg eldzetes tajékoztatast kdvetden irdsos beleegyezd nyilatkozatot adott a
mintavételhez és az adatgyljtéshez. Az aneszteziologiai €s sebészi eljarasok az intézeti

protokollnak megfeleléen torténtek, a mintavétel a miitétet vagy annak kimenetelét
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semmilyen formaban sem befolyasolta. A vizsgalat elvégzését a Semmelweis Egyetem

Regionadlis és Intézeti Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag engedélyezte.

4.1.2 Biokémiai mérések

A levett perikardialis és plazma mintakbol aktiv (acilalt) és Gssz-ghrelin (acilalt és
dezacilalt forma egyiitt) meghatarozas tortént radioimmunassay (RIA) moddszerrel,
kereskedelmi forgalomban kapatd acilalt ghrelin (GHRA-88HK) ¢és &ssz-ghrelin
(GHRT-89HK) kitek felhasznalasaval (Linco Research Inc., St. Charles, MO, USA).
A plazma inzulinszint mérését hagyomanyos ELISA technikaval végeztiik (Biosource
Europe, Nivelles, Belgium). A mérések mindenben a gyarté altal mellékelt hasznalati
utasitasok szerint torténtek. A tovabbi laboratoriumi paraméterek (vércukorszint, Ossz-
koleszterin, triglicerid) mérése a Semmelweis Egyetem Kardiologiai Kézpontjanak
klinikai laboratoriumdban tortént laboratériumi automatdk segitségével. Az
inzulinrezisztencia mértékét jelz0 HOMA-A (mas néven HOMA-IR) paraméter
kiszamitasat a kovetkezd képlettel végeztikk: vércukorszint (mmol/l) x plazma

inzulinszint (ulU/ml) / 22,5.

4.1.3 Echokardiografia

Az echokardiografids mérések a rutin preoperativ kivizsgalas részeként torténtek a
Semmelweis Egyetem Kardiologiai Kozpontjaban, ugyanazon echokardiografias
késziilek segitségével (Toshiba Aplio SSA-770A, Tochigi, Japan). A kovetkezd
paraméterek mérése tortént a vizsgalat keretein beliil: bal kamrai végdiasztolés
(LVEDD) és végszisztolés (LVESD) atmérd, interventrikuldris szeptumvastagsag
(SWT) és hatso falvastagsag (PWT), jobb kamrai atmérd a bazalis és kozéps6é harmad
hataran (RV), valamint — jobb kamrai funkcionalis paraméterként — a tricuspidalis
annulus sikjanak szisztolés kitérése (TAPSE). A bal kamrai ejekcios frakcio (EF)
mérése Simpson-modszerrel tortént cstcsi négyliregii felvételeken. A bal kamrai
izomtdmeg (LVM) kiszamitasa a Devereux €s Reichek altal 1977-ben leirt és validalt
képlet segitségével tortént: LVM=1,04x[(LVEDD+PWT+SWT)*-LVEDD"]-13,6, ahol
az LVM mértékegysége gramm, az atmérdk ¢és falvastagsdgok mértékegysége

centiméter [128].

27



DOI:10.14753/SE.2014.1930

4.2 IN VITRO KORONARIA ARTERIOLA VIZSGALATOK

4.2.1 Western blot

Mivel specifikus kutya ghrelinreceptor antitest nem 4allt rendelkezésre, az
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz human ghrelinreceptor ellenes antitesteket
alkalmaztunk. Az antitestek kutya szivszoveten torténd alkalmazhatdsaganak tisztazasa
érdekében az anti-GHS-Rla ¢és anti-GHS-R1b antitesteket kutya bal kamrai
szovetminta-homogenizatumon validaltuk Western blot modszerrel. A szdvetmintabol
készilt teljes fehérje homogenizdtumot lizaltuk, denaturdltuk, majd SDS-PAGE
gradiensgélen (Invitrogen Life Technologies, CA, USA) futtattuk standard
molekulatomegii markerfehérjékkel parhuzamosan (Precision Plus Protein Standards,
Bio-Rad Laboratories, CA, USA) reduktiv kozegben. Az eléregyartott NuPAGE Novex
Bis Tris géleken a mintakat 200 V-os fesziiltség alatt 50 percig futtattuk. A fehérjéket
ezutan polivinil-difluorid (PVFD) membranokra transzferaltuk NuPAGE antioxidanst
tartalmazé pufferoldatban a redukalt fehérjék blottolasa és a reoxidacid gatlasa céljabol.
A transzfer 1 oOrdn keresztlil alkalmazott 30 V fesziiltséggel tortént. A PVDF
membranokat ezutan blokkold pufferben (5%-o0s zsirszegény tejpor) inkubaltuk 1 o6ran
keresztiil szobahdmérsékleten. Mosast kovetden a membranokat 1:2000 ardnyban
higitott, nyulban termeltetett anti-human anti-GHS-R1a, illetve anti-GHS-R1b
antitestekkel (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, USA) inkubaltuk egy
¢jszakan at ovatos razas mellett 4°C-on. Ezutan a membranokat HRP-vel konjugalt,
1:2000 higitasban alkalmazott masodlagos antitestekkel inkubaltuk 1 o6rdn keresztiil
szobahémérsékleten. Az  immunreaktiv  fehérjecsikok leolvasasa  Enhanced

Chemiluminescence (ECL Plus) rendszerrel tortént (PerkinElmer, Singapore).
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4.2.2 Immunhisztokémia

A GHS-Rla ¢és 1b receptorok lokalizaciojanak vizsgalata a kutya korondria
érrendszerben immunhisztokémiai vizsgalattal tortént. A bal kamrai szOvetmintakat
semleges pufferben oldott 4%-o0s formaldehiddel fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. A
szovetblokkokbol 5 um vastagsagli metszetek késziiltek, amelyeket Histoclear (National
Diagnostics, Hessle Hull, UK) hasznalatdval deparaffinaltunk, majd csokkend
alkoholsor (100%, 95% ¢s 70%) segitségével rehidraltunk. A szovetek endogén
peroxiddz aktivitdsat 20 perces 0,6% H,O,-t tartalmazd metanol oldatban torténd
inkubécioval blokkoltuk. Az antigénepitopok felfedése céljabol a metszeteket
mikrohullamu siitében 25 percig 0,01 moélos pufferolt citratoldatban (pH 6,0) forraltuk,
majd 2%-os normal kecskesavot tartalmazo blokkolo oldatban inkubaltuk. A
metszeteket ezutan 1:400 koncentracioban a Western blot vizsgéalatnal is hasznalt anti-
GHS-R1a, illetve anti-GHS-R1b antitestekkel egyiitt inkubaltuk parasitd6 kamraban 2
oran at, szobahémérsékleten. Ezt kdvetéen a metszeteket biotinalt masodlagos anti-nytil
kecske antitesttel, majd ABC peroxidaz reagenssel inkubaltuk (Vectastain ABC Elite
kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA USA). A peroxidazt tartalmazo kotéhelyek
eléhivasa folyékony diamino-benzidinnel tortént mikroszkop alatt, szemellendrzés
mellett (Peroxidase-Substratkit DAB, Biologo, Kronshagen, Germany). A negativ
kontrollok az elsddleges antitest kihagyasaval késziiltek. Pozitiv kontrollként a mindkét

receptor altipust ismerten tartalmazo kutya hipotalamusz metszetek szolgaltak.

4.2.3 lIzolalt koronaria arteriolak: preparatum és protokoll

A kutya szivizom szdvetmintakat, amelyekbdl a korondria arteriolak preparalasa tortént,
egy¢éb Kkisérletek kontrolljaként felhasznalt éllatokbol nyertiik (n=20). Az Aallatok
semmilyen gyogyszeres vagy eszkozds elOkezelésben nem részesiiltek, ami a
vizsgalataink eredményét befolyasolhatta volna. Az allatokat pentobarbitallal altattuk
(30 mg/kg, Nembutal; CEVA), majd miivi I¢legeztetés mellett mellkasnyitas tortént. A
sziven egyenarammal kamrafibrillaciot hoztunk Iétre, majd az excisiot kovetéen azonnal
kb. 1x1 cm-es szovetmintat vettiink a bal eliils6 leszallo koszortér ellatasi teriiletérél. A
szovetmintat rogton hideg (4°C) normal Krebs-Ringer oldatba helyeztik (nKR,
Osszetétele mmol/l-ben: 119 NaCl; 4,7 KCI; 1,2 NaH,POg; 1,17 MgSQO,; 24 NaHCOg;
2,5 CaCly; 5,5 gliikkoz és 0,0345 etilén-diamin-tetraecetsav [EDTA]).
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2. ABRA [Izoldlt, kaniilalt, 50 Hgmm-es intralumindris nyomds ald helyezett kutya
korondria arteriola sztereomikroszkopos kepe. Megfigyelheté a miianyag kaniilok vége,
valamint tisztan lathato az ér kiilsé és belsé atmeérdje (kb. 250 pm).

A szovetmintat kozvetleniil ezutan jégen szallitottuk a vizsgdlod laboratoriumba, ahol
hideg oldatban preparaltunk. A vizsgalathoz a bal eliils6 leszallo koronaria masod- vagy
harmadrendii, 2-300 pm koriili atmérdjii intramurdlis 4gat hasznéltuk. A preparalas
Nédasy ¢és munkatarsai modszerei szerint, sztereomikroszkop alatt, tompdn, végig
nedves kornyezetben tortént [129]. A kipreparalt arteriolak oldalagait lekotottiik, egy
kb. 3-6 mm hosszii szegmenst kimetszettink, majd lang felett huzott tivegkaniilbe
ragasztott, kb. 150 um &atmér6jii mianyag kaniilok segitségével mindkét végiikon
kaniilaltuk. Az ereket 37°C-os, karbogén gazkeverékkel (5% CO,, 20% O,, 75% N,)
buborékoltatott, 7,4-es pH-ji normal Krebs-Ringert tartalmazd, specialisan kiképzett
szervkamraba helyeztiik, és mikro-manipulatorokkal nativ hosszukra feszitettiik
(2. abra).

Szervopumpak (Living Systems, Burlington, VT, USA) segitségével allando,
50 Hgmm-es intraluminaris nyomast hoztunk Ilétre, aramlas az erekben igy nem
keletkezett. A szervfiirdoben 1év0 ionok és tapanyagok inkubacié alatti allanddsaga
érdekében az oldatot rollerpumpa alkalmazasaval folyamatosan cseréltiik. A szervfiirdd
¢s az oldatok allandé homérsékletét termosztat biztositotta. Az ératmérd valtozasait
videomikroszkop segitségével 5 percenként készitett fotoval rogzitettiik, az atmérdket
Leica QWin 3.1 szoftver segitségével mértiikk le. A kisérleti Osszeallitast a 3. abra

mutatja.
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3. ABRA Az izoldlt mikroereknél alkalmazott kisérleti ésszedllitds. A: arteriola képe a
monitoron (Leica Qwin 3.1 szoftver); B: videomikroszkop és szervfiirds;, C:
szervopumpak; D: a szervfiirdo folyadékcseréjét végzo rollerpumpa; E: termosztdat.

Harminc perc ekvilibracios periodust kdvetden az izolalt koronaria arteriolakon kétféle
protokollt hajtottunk végre. Az egyik sorozatban 1, 3, 10, 30, 100 és 300 nmol/l
koncentracioban kutya acilalt ghrelint (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA,
USA) keringtettiink a szervflirdében, koncentracionként 20 percig (1, 3, 10 nM: n=6;
30, 100 nM n=6-12; koncentraciétol fiiggden). Az ereket ezutdn a vazokonstriktor
hatast U46619 tromboxan analoggal inkubaltuk (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
koriilbeliil 25 %-os atmérécsokkenés eléréséig 107-10° mol/l koncentracioban. Ezutan
— a tromboxdn analdég folyamatos hattérinfuzidja mellett — a szervfiirdobe a
prekonstrikciét megel6zéen alkalmazott koncentracioju ghrelinsort infundaltuk
ugyanezen ereknél (4/A abra).

A masik, nyolc eret tartalmazd kisérletsorozatban (n=8) a korabbiakkal egyezd
prekonstrikciot (10'7-10'6 mol/l U46619) kévetéen a magasabb, 30, 100 és 300 nmol/l
ghrelin-koncentraciok hatasat vizsgaltuk a GHS-R1a receptor blokadja elétt és alatt.
A specifikus GHS-R1a antagonista D-Lys-GHRP-6 peptidet (Bachem, Weil am Rhein,
Németorszag) 50 upmol/l koncentracioban adtuk a szervflirddhoz a novekvo
Minden ér esetén a protokoll végrehajtasa utan 10”> mol/l acetilkolinnal (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) teszteltiik az intakt endotélfunkciot.

31



DOI:10.14753/SE.2014.1930

Az erek spontan tonusat a kisérletek elején, 30 perces normal Krebs-Ringer oldatban
tortént inkubaciot kdvetéen mért atmérd €s a kisérletek legvégén 30 perc Ca-mentes
Krebs-Ringer oldatban tortént inkubaciot kovetéen mért passziv atmérd kiilonbsége

alapjan szamitottuk.

A 107-10"¢ mol/I U46619
nkR
1 3 10 | 30 [ 100 1 3 10 | 30 | 100
nM [ nM | nM | aM [ M nkR nM [ nM [ nM | nM | aM
GHR | GHR | GHR | GHR | GHR GHR | GHR | GHR | GHR | GHR
20 min
n= 6 6 6 12 11 9 6 6 6 12 1" 9
B

107-10°°* mol/I U46619 + 5x10°° mol/l D-Lys3-GHRP-6

107-10¢ mol/I U46619

30nM | 100nM e 30nM | 100nM
GHR GHR GHR GHR

20min
n= 8 8 8 8 8 8

crer

eraer

,B”: U46619 hatasban a harom legmagasabb ghrelinkoncentracioval megismételtiik a
kisérletet GHS-Rla blokad elétt és alatt. (nKR: normal Krebs-Ringer oldat; GHR:
ghrelin)
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43 SZIVELEGTELENSEG IN VIVO NAGYALLATMODELLJE

4.3.1 A modell létrehozasa

Natrium-pentobarbitallal tortént anesztéziat (30 mg/kg, Euthasol, AST Beheer B.V.,
Hollandia), intubalast és gépi I¢legeztetést kovetden lege artis asepsis betartasaval
Biotronik tipust DDD pacemakert implantaltunk keverék kutyakba (n=13). Mind a
pitvari, mind a kamrai elektrodat a jobb kamraba pozicionaltuk. Az ébredés utan a
pacemakert 120/min frekvencidra, DDD iizemmodra programozva ¢és 250 ms-0S
virtualis atrioventrikularis id6t bedllitva 240/min jobb kamrai ingerlést értiink el. Az
ingerlést a human New York Heart Association (NYHA) IV funkcionalis stadiumnak
megfeleltethetd, sulyosan szivelégtelen 4allapot eléréséig folytattuk (orthopnoe,
nagyvérkori dekompenzacio, étvagytalansag, ascites megjelenése). Antibiotikus
profilaxison tal az allatok egyéb gyogyszeres kezelésben, igy szivelégtelenség elleni
kezelésben nem részesiiltek. A szivelégtelenség korfejlodését hetente echokardiografias
vizsgalattal, vénas vérvétellel, fizikalis vizsgalattal kovettiik. A pacemaker miikodését
hetente ellendriztiik. A szivelégtelenség kialakuldsa utan az allatokon akut kisérletet
végeztiink, amelynek eredményei nem képezik jelen dolgozat témdjat. Az allatokon
végzett vizsgalatok mind a helyi, mind ez Eurdpai Unids etikai szabalyoknak
megfeleltek, a kisérletek elvégzéséhez a Semmelweis Egyetem Tudomanyos és

Kutatéasetikai Bizottsaganak engedélyével rendelkeztiink.

4.3.2 Echokardiografias mérések

Az allatokon hetente végeztiink echokardiografiads vizsgélatot nyugodt kdrnyezetben,
szedacid nélkill, a vizsgalat idejére kikapcsolt pacemaker mellett. A mérésekhez
GE Vivid i hordozhato echokardiografias késziiléket hasznaltunk. Mértiik a sziviiregi
atméroket (bal kamrai végdiasztolés és végszisztolés atmérd, jobb kamrai végdiasztolés
atméro), falvastagsagokat (szeptum és hatsé fal diasztolés atmérd), a mitralis és
tricuspidalis regurgitaciot, a bal kamrai ejekcios frakciot (Simpson modszer) €s a jobb
kamrai szisztolés funkciora utalo tricuspidalis annulus sikjanak systolés elmozdulasa

(TAPSE) paramétert.

33



DOI:10.14753/SE.2014.1930

4.3.3 Biokémiai mérések

Az EDTA-val ¢és aprotininnal (500 KIU/ml) kezelt vérmintakat kozvetleniil a levétel
utan centrifugaltuk, a plazmat 500 pl-es egységekre osztva, Eppendorf csdovekben a
mérések elvégzéséig -80°C-on taroltuk. A mintakbdl aktiv ghrelin (human aktiv ghrelin
ELISA, EZGRA-88K, Merck Millipore, kutya aktiv ghrelin keresztreaktivitas 106%) és
proANP (human proANP 1-98 ELISA, BI-20892, Biomedica; referencia kutyamintara:
Toma és munkatarsai [124]) koncentraciojanak mérése tortént standard ELISA
modszerrel, a gyartd utasitdsainak megfelelden.

A levett vérmintakbol standard laboratoriumi modszerek segitségével tovabbi rutin

laboratériumi mérések is torténtek (vérkép, vesefunkcio, ionok, majenzimek, bilirubin).
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4.4 STATISZTIKAI ANALIZIS

Az adathalmazokon els6ként normalitas vizsgalatot végeztiink (Shapiro-Wilk W teszt),
majd ennek eredménye alapjan valasztottunk paraméteres vagy nonparaméteres tesztet.
A human vizsgalatoknal a mért biokémiai paramétereknél a szélsd értékeket (a
legkisebb ¢és legnagyobb értékeket) az analizisnél nem vettiik figyelembe. Az
eredmények elemzésére nonparaméteres teszteket (Mann-Whitney U, Wilcoxon,
Spearman tesztek) és Fisher-féle egzakt probat alkalmaztunk.

A Kkoronaria arteriola vizsgalatokban az ératméré-valtozasok Osszehasonlitdsahoz
Student-féle parositott t-tesztet hasznaltunk.

A szivelégtelenség nagyallat-modellje adatainak statisztikdja parositott Student-féle
t-teszttel és Pearson-féle korrelacios teszttel késziilt.

Statisztikailag szignifikansnak tekintettilk azokat az eltéréseket, illetve valtozasokat,
amelyeknél a probak p<0,05 értéket adtak. Az adatokat atlag+S.E.M forméban adtuk
meg. A statisztikai értékeléshez és az dbrazolashoz Statistica 10 és Microcal Origin 5.0

szoftvereket hasznaltunk.
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5 EREDMENYEK
51 HUMAN PERIKARDIALIS VIZSGALAT

5.1.1 Metabolikus paraméterek

A két betegcsoport metabolikus paramétereit 6sszehasonlitva az ischaemids szivbetegek
szérum Ossz-koleszterinszintje szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult. A szérum
trigliceridszint és szénhidrathaztartas paraméterei (plazma gliikoz- és inzulinszint, az

inzulinrezisztenciat jelz6 HOMA-A paraméter) nem mutattak kiilonbséget (6. tablazat).

Az ischaemias csoportban szignifikansan tobb beteg szedett sztatint (VHD vs. ISCH:
16/41 vs. 35/54; p<0,05).

Paraméter (atlagtSEM)

Ossz-koleszterin (mmol/l) 4,4+0,2%* 5,1+0,2
Triglicerid (mmol/Il) 1,610,1 1,610,1
Plazma gliik6z (mmol/1) 5,5+0,2 5,6+1,2
Plazma inzulin (nIU/ml) 11,8+1,9 9,5+0,6
HOMA-A index 2,910,4 2,510,2

6. TABLAZAT Az ischaemids (ISCH) és billentyiibeteg (VHD) csoport metabolikus
paramétereinek dsszehasonlitasa. **p<0,01; ISCH vs. VHD (Mann-Whitney teszt)
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5.1.2 Echokardiografias paraméterek

A Dbetegcsoportok mért és szamitott echokardiografidas paramétereit az 7. tablazat
tartalmazza. Az ischaemids betegcsoportban mérsékelten, de szignifikansan
alacsonyabb ejekcios frakciot és nagyobb végszisztolés atmérdt talaltunk a
billentylibetegekhez képest. Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a bal kamrai
izomtdmegben ¢és falvastagsdgokban, valamint a jobb kamrai morfologiai ¢és

funkcionalis paraméterekben sem (7. tablazat).

Paraméter (atlagtSEM)

Ejekciods frakcio (%) 55+1** 62+1
Bal kamrai végdiasztolés atmérd (mm) 49+1 47+1
Bal kamrai végszisztolés atmérd (mm) 36+1** 32+1
Szeptum vastagsdga (mm) 14+1 15+1
Hatso fal vastagsdga (mm) 12+0 13+1
Bal kamrai izomtomeg (g) 309+21 322424
Jobb kamrai atmérdé (mm) 29+1 3241
Tricuspidalis annulus sikjanak szisztolés kitérése 26+1 28+10
(TAPSE, mm)

7. TABLAZAT Az ischaemids (ISCH) és billentyiibeteg (VHD) csoport
echokardiografias paramétereinek dsszehasonlitasa. ** p<0,01 ISCH vs. VHD (Mann-
Whitney teszt)
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5.1.3 Ghrelinkoncentracié a plazmaban és a perikardialis fluidlumban

Az ischaemids szivbeteg csoportban a perikardialis aktiv (acilalt) ghrelin koncentracio
szignifikansan magasabb Volt, kétszerese a billentyilibeteg csoportban mérhetének
(5. abra). A perikardialis 0Ossz-ghrelinszint szintén magasabbnak bizonyult az
ischaemias csoportban, azonban ez a kiilonbség nem volt szignifikans. A plazma ghrelin
koncentraciokban  ugyanakkor nem mutatkozott szignifikdns  kiilonbség a
betegcsoportok kozott sem az aktiv, sem az 6ssz-ghrelin tekintetében.

Mind a perikardialis, mind a plazmaban mért aktiv ghrelin koncentraci6ja tobb mint egy

nagysagrenddel alacsonyabb volt az Ossz-ghrelin koncentracidhoz képest mindkét

csoportban.
* %
750 - [ plazma [
~ I perikardialis fluidum T
£
g 700 T
e |
[&]
‘o
c 650+
3
Q #i
Q f 1
X
£ 600+ %
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acilalt ghrelin dsszghrelin

5. ABRA Acildlt és dssz-ghrelin koncentrdacié a vérplazmdban és a perikardidlis
fluidumban ischaemids szivbetegek (ISCH) és billentyiibetegek (VHD) csoportjaban.
** p<0,01 plazma vs. perikardialis folyadék (Wilcoxon teszt); ## p<0,01 ischaemids vs.
billentyiibetegek (Mann-Whitney teszt)
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A billentytibeteg csoportban a perikardidlis aktiv €s dssz-ghrelin szint is szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyult a plazméaban mért koncentracidohoz képest, mig az ischaemias
csoportban ilyen kiilonbséget nem lattunk. Ez utobbi felhivja a figyelmet arra a
lehet6ségre, hogy ez egyuttal relativ perikardialis aktiv és 0ssz-ghrelin tobbletet jelent
ischaemias szivbetegek esetén.

A billentylibeteg csoporton beliil nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az aorta vagy a
mitralis billentyli betegsége miatt operalt betegek kozott sem a perikardialis, sem a
plazma ghrelin tekintetében (aorta vs. mitralis, perikardialis acilalt ghrelin: 15+2 vs.
1743, p=0,27; perikardialis 6ssz-ghrelin: 613+56 vs. 580+44, p=0,76; plazma acilalt
ghrelin: 3945 vs. 4546, p=0,33; plazma 6ssz-ghrelin: 683157 vs. 729+47, p=0,43).

A betegeknél az aktiv és 0Ossz-ghrelin koncentraciobol a perikardidlis és plazma
ghrelinszintre egyarant hatd szisztémas hatdsokat kikiiszobold, a relativ perikardidlis
tobbletet jobban mutatd perikardialis/plazma aranyt szamoltunk. Ebben az
Osszevetésben az ischaemids csoportban mar mind az aktiv, mind az Ossz-ghrelin
tekintetében szignifikdnsan magasabb perikardialis/plazma aranyt talaltunk, az aktiv

ghrelin esetén kozel kétszeres kiilonbséggel (6. abra).

1,1_ *%* *%*
g 10
< 0,94
© ]
£ 0,81
s 077
£ 0,6
0 1
T 0,5-_
o 047
£ 03;
o 0,24
Q B

0,1—_

0,0

acilalt ghrelin osszghrelin

[ I1IscH Il VHD

6. ABRA Az acildlt és dssz-ghrelin koncentrdaciobdl szamitott perikardidlis/plazma
arany ischaemids szivbetegekben (ISCH) és billentyiibetegben (VHD). ** p<0,01 ISCH
vs. VHD (Mann-Whitney proba)
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5.1.4 A perikardialis és plazma ghrelin koncentraciok korrelacioja metabolikus
paraméterekkel

Szignifikans negativ korrelacié mutatkozott a plazma Ossz-ghrelin €s testtomeg-index

kozott (8. tablazat). A plazma inzulin koncentracié és az inzulinrezisztenciara jellemzo

HOMA-A index negativ korrelaciét mutatott mind a plazma, mind a perikardiélis 0ssz-

ghrelinnel, valamint a perikardialis aktiv ghrelin koncentracioval is. A ghrelinszintek és

a szérum Ossz-koleszterin vagy triglicerid szint kozott nem talaltunk szignifikans

Osszefliggést.

Osszes beteg Testtomeg  Ossz- Tri- Plazma Plazma HOMA-A

(n=95) -index  koleszterin  glicerid  gliikéz inzulin index

Plazma

acilalt ghrelin

Perikardialis

acilalt ghrelin

Plazma

ossz-ghrelin

Perikardialis

ossz-ghrelin

8. TABLAZAT A ghrelin koncentrdcick és metabolikus paraméterek kozotti
osszefiiggéseket mutato korrelacios matrix a teljes betegpopulacio figyelembe vételével.
A félkovér kiemelés a statisztikailag szignifikdans dsszefiiggéseket mutatja. (R: Spearman
korrelacios egyiitthato, p: a szignifikancia szintje)
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515 A perikardialis ¢és plazma ghrelin koncentraciok Kkorrelacioja
echokardiografias paraméterekkel
echokardiografidss  morfologiai és  funkciés paraméterekkel = Spearman-teszt
alkalmazaséaval vizsgaltuk a teljes betegpopulacion (9. tablazat). A perikardialis aktiv és
0ssz-ghrelin koncentracio szignifikdns negativ korreldciot mutatott a bal kamrai hatso
fal vastagsaggal (PWT). A bal kamrai hatso fal és az interventrikuldris szeptum
vastagsagat, valamint a bal kamrai végdiasztolés atmérdt magaba foglalé Devereux-
Reichek képlet alkalmazasaval szamitott bal kamrai izomtomeg negativ korrelaciot
mutatott a plazma Ossz-ghrelin koncentraciéval. A bal kamrai ejekcids frakcio, a bal
kamrai 4tmérdk és a jobb kamrai paraméterek (a jobb kamrai atmér6 és a TAPSE) nem

mutattak szignifikans 6sszefiiggést a ghrelinszintekkel.

Osszes beteg (n=95) EDD ESD SWT PWT LVM RV TAPSE

Plazma

acilalt ghrelin

Perikardialis

acilalt ghrelin

Plazma

ossz-ghrelin

Perikardialis

ossz-ghrelin

9. TABLAZAT A ghrelin koncentrdciok és echokardiogrdfids paraméterek kézétti
osszefliggéseket mutato korrelacios matrix a teljes betegpopulacio figyelembe vételével.
A félkover kiemelés a statisztikailag szignifikans dsszefiiggéseket mutatja. (R: Spearman
korrelacios egyiitthato; p: a szignifikancia szintje; EF: ejekcios frakcio;, EDD: bal
kamrai végdiasztolés atmérs;, ESD: bal kamrai végszisztolés atméro; SWT:
szeptumvastagsag; PWT: hatso fal vastagsaga, LVM: bal kamrai izomtomeg, RV: jobb
kamrai atmeérs,; TAPSE: tricuspidalis billentyii sikjanak kitérése szisztoléban)
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52 INVITRO VIZSGALATOK

5.2.1 Az anti-human GHS-R antitestek validalasa kutya szoveteken

A kutya bal kamrai szovetminta lizatumok western blot vizsgalata nytlban termelt anti-
human GHS-Rla ¢és GHS-RI1b antitestekkel megerdsitette, hogy az antitestek
szelektiven kotddnek a megfelelé GHS-R1a és GHS-R1b receptorokhoz kutyaban is,
egyben kimutatta a receptorok jelenlétét a vizsgalt bal kamrai szdvetmintdkban
(7. abra). A GHS-R1a antitest kortilbeliil 41 kDa molekulasulynal, a GHS-R1b antitest
kortlbeliil 32 kDa-nal, egy-egy csikban festette meg a gélt. Ez a National Center for
Biotechnology Information adatbazisa (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) alapjan megfelel
a human GHS-Rla (NP_940799.1) ¢és GHS-R1b (NP_004113.1) receptorok

molekulatomegének.

o
&
7
L
(O]
250kDa |§
130kDa
100kDa
70kDa
55kDa
35kDa

27kDa

7. ABRA A nyiilban termeltetett anti-humdn GHS-R1a és 1b antitestek validaldsa kutya
bal kamrai lizatumon western blot modszerrel. Az antitestek a human receptoroknak
megfelelé molekulatomegii csiknal festettéek meg a gélt.
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5.2.2 A GHS-R altipusok lokalizacidja a szivben

A novekedési hormon elvalasztasat serkentd receptor (ghrelinreceptor) la és 1b
altipusanak elhelyezkedését a kutyaszivben immunhisztokémiaval vizsgaltuk egymas
melletti metszeteken (8. abra). Pozitiv kontrollként az ismerten mindkét receptor altipust
expresszald hypothalamus metszetek szolgéltak. Itt GHS-Rla ¢és GHS-R1b pozitiv
neuronok is abrazolddtak (8/m és n abra). A masodlagos antitest nonspecifikus
kotodését az elsddleges antitest kihagyasaval késziilt negativ kontroll hypothalamus ¢és
szivizommetszeteken zartuk ki (jobb oldali oszlop a 8. dbran).

A kutya szivizommetszetek GHS-Rla festddését a 8. abra bal oldali oszlopaban
abrazoltuk. A bal kamrai metszeteken a szivizom enyhe GHS-R1a immunpozitivitast
mutat. Az dbra elsd soraban abrazolt epikardidlis és kiilonb6zdé atmérdjii intramuralis
artéridk faldban kifejezett ghrelin receptor immunpozitivitas észlelhetd.

A metszetek GHS-R1b immunfestését az abra kozépsé oszlopaban abrazoltuk. A
miokardiadlis GHS-R1b immunpozitivitdAs az la receptor altipusénal joval
kifejezettebbnek bizonyult. A GHS-R1a-hoz hasonléan az 1b receptor is jelentds
immunpozitivitast mutatott mind az epikardialis artériak, mind az intramuralis arteriolak

falaban.
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GHS-R1a Negativ kontroll
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8. ABRA Mindkét ghrelin receptor altipus jelentés immunpozitivitist mutat a
kutyaszivek epikardialis (a—c) és kiilonbozo atmérdjii intramurdlis (d—1) koronaridinak
falaban, szomszédos metszeteken. A miokardidlis immunpozitivitas kifejezettebb GHS-
RI1b esetén. Pozitiv kontroll: immunpozitiv neuronok kutya hypothalamusban (m-n).
Negativ kontroll: elsddleges antitest kihagyasa (jobb oszlop). A csikok 50 pm-t jelélnek.
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5.2.3 A ghrelin hatasai izolalt kutya koronaria arteriolan

Az izolalt és kaniilalt arteriolak belsé atmérdjének atlaga 219+18 pum volt 50 Hgmm-es
nyomason. Az erek ezen az intraluminéris nyomdason csupan alacsony spontan tonussal
rendelkeztek: teljesen relaxalt allapotban, Ca-mentes oldatban mért atméréhoz képest
-5+5%-0s csokkenés volt észlelhetd normal Krebs-Ringer oldatban. A ghrelin
Onmagaban nem okozott szignifikans atmérdvaltozast spontdn tonusu ereken.
Ugyanakkor a thromboxananalog U46619-¢l tortént prekonstrikciot kovetden a ghrelin
az arterioldk dozisfiiggd konstrikcigjat okozta. Az U46619 Onmagaban -25+2%
atmérdcsokkenést hozott 1étre (n=20; p<0,01). A ghrelin 3 és 100 nmol/l koncentracio-
tartomanyon beliil az U46619 hatasahoz képest tovabbi 3149 % konstrikciot okozott
(9. abra).

507  _@—ghrelin
—B— ghrelin + U46619

40

30 A

20 -

10

U46619 okozta konstrikcio %-a

-10 -

ghrelin koncentracié (mol/l)

9. ABRA Ghrelin dltal kivaltott ératméré-viltozasok kutya korondria arterioldn
spontan és megemelt értonus mellett. A ghrelin altal kivaltott konstrikcio a
thromboxananalog U46619 (10'7-10'6 mol/l) altal kivaltott  atmerécsokkenés
szazalékaban keriilt abrazolasra. (*p<0,05, **p<0,01 megemelt vs. spontan értonus,
Student-féle parositott t-teszt; n=6 1-10 nmol/l és n=9-12 30-300 nmol/l koncentracioju
ghrelin esetén)
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Tovabbi kisérletekben a GHS-Rl1a receptor 50 pmol/L D-Lys*-GHRP-6 adasaval
kivaltott blokadja nem gatolta a ghrelin altal 1étrehozott vazokonstrikcidt prekontrahalt
korondria arterioldkon. A megemelt tonusu ereken nem volt szignifikans kiilonbség a
30-300 nM ghrelin altal kivaltott konstrikcid6 mértékében GHS-R1a blokad elott és alatt
(10. abra).

A D-Lys3-GHRP-6 érdekes modon — bar statisztikailag nem volt szignifikans (n=8;
p=0,15) — 6nmagaban is vazokonstrikciot hozott 1étre (maximum az U46619 hatasanak
26+16%-a).

A kisérletek végén 10 umol/l acetilkolin adasara 1étrejott szignifikdns vazodilatacid
alapjan minden vizsgalt arteriola intakt endotélfunkcidoval rendelkezett a kisérletek

soran (+28+5% atmérdvaltozas, n=20; p<0,01).

7777 ghrelin+U46619
Bl ghrelin+U46619+D-Lys3-GHRP-6
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ghrelin koncentracié (mol/l)
10. ABRA A GHS-R1a antagonista D-Lys*-GHRP-6 (50 wmol/l) hatdsa a ghrelin dltal
kivaltott vazokonstrikciora megemelt tonusu kutya koronaria arterioldkon (U46619, 10

710 mol/l). A ghrelin dltal kivéltott konstrikcié a thromboxdn analég U46619 (107-
10°® mol/l) altal kivaltott atmérdcsokkenés szazalékaban keriilt abrazolasra. (n=38, n.s.)
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5.3 SZIVELEGTELEN NAGYALLATMODELL EREDMENYEI

5.3.1 A szivelégtelenség kialakulasanak echokardiografias jelei

NYHA IV stadiumnak megfeleltethetd szivelégtelenség 22+4 nap alatt alakult ki.
A 240/perces jobb kamrai ingerlés mellett a beiiltetést megel6z6 allapothoz képest
sulyos szivelégtelenségben az ejekcios frakcido szignifikdns csokkenése, a mitralis
regurgitatio novekedése, a bal kamrai liregméretek novekedése, valamint enyhe foku
jobb kamrai tagulat is kialakult. A vesefunkcid (els6sorban az urea novekedésén

keresztiil) szintén szignifikdns romlast mutatott a beiiltetést megel6zd allapothoz képest.

A majfunkci6 (SGOT) nem valtozott szignifikansan.

kontroll stlyos szivelégtelenség
EF (%) 6243 | 2243 **
LVEDD (mm) 37+1 44x] **
LVESD (mm) 25+1 3741 **
MI foka 0,1%0,1 2,8+0,2 **
RV (mm) 20+1 2642 **
Kreatinin (umol/l) 62+4 79+6 *
Urea (mmol/Il) 2,6+0,3 5,9+0,3 *
SGOT (U/l) 2242 3145

10. TABLAZAT Echokardiogrdfids paraméterek, valamint a vese- és mdjfunkcio
valtozdsa a szivelégtelenség kialakuldsa alatt a szivelégtelenség gyors jobb kamrai
ingerléssel kivaltott nagydllat (kutya) modelljében (dtlag=SEM, *p<0,05 és **p<0,01
vs. kontroll; Student-féle pdrositott t-teszt, n=13).

47



DOI:10.14753/SE.2014.1930

5.3.2 Ghrelin és proANP valtozasa a szivelégtelenség kialakuldsa soran

Az éallatoktdl hetente levett vérmintdkbol proANP ¢és acilalt ghrelin meghatarozast
végeztiink (11. abra). A proANP szint a stlyos szivelégtelenség elérésekor a betiltetést
megeldzd allapothoz képest kozel tizszeresére nott (6284+£1067 vs. 801+167 pg/ml;
p<0,01). A ghrelin koncentracié esetében a sulyos szivelégtelenség kialakulasakor a
kiinduldsi értékhez viszonyitva kozel kétszeres novekedést mértiink (1586+220 vs.
905+132 pg/ml; p<0,01). Az 6sszes biokémiai eredmény vizsgalatakor a ghrelin és a

proANP plazmakoncentracio kozott szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk (12. abra).

14000
12000
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proANP (pg/ml)

4000

2000

kontroll sulyos szivelégtelenség

3000
2500
2000
1500

1000

aktiv ghrelin (pg/ml)

500

0

kontroll sulyos szivelégtelenség

erer

szivelégtelenség rapid jobb kamrai ingerléssel létrehozott modelljében (**p<0,01 vs.
kontroll; n=13).
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5.3.3 A ghrelin és proANP korrelacioja echokardiografias paraméterekkel
A plazma ghrelinkoncentracio a vizsgalt echokardiografias paraméterck koziil a bal
kamrai végdiasztolés atmérdvel mutatott szignifikdns pozitiv korrelaciot (r=0,41;

p<0,02; 13. &bra).

65
’ o
60 r=0,41; p=0,02
55
= 50 ﬂ
£ o |
Q 45 Z Os o " )
Q . |
s
= 40 [ o |
- : o |
£ o
35 .
o
o
30
o
25
0 500 1000 1500 2000 2500 R

ghrelin (pg/mi)

13. ABRA A ghrelin plazmakoncentrdacié és a bal kamrai végdiasztolés dtmérd
korrelacioja a szivelégtelenség kialakulasa soran kutya modellben (n=13).
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A szivelégtelenség kialakuldsa sordn megemelkedett proANP koncentracié negativ
korrelaciot mutatott az ejekcios frakcioval (r=-0,49; p<0,01), illetve pozitiv korrelaciot a
mitralis regurgitacio fokaval (r=0,52; p<0,01), valamint a bal kamrai végdiasztolés
(LVEDD) ¢és végszisztolés (LVESD) atmérével (14. 4&bra). A vizsgalt
laborparaméterek, illetve a jobb kamrai paraméterek nem mutattak szignifikans

Osszefliggést sem a proANP, sem a ghrelin plazmaszintjének valtozasaval.
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14. ABRA A proANP koncentrdciok korrelacidja az ejekcios frakciéval (EF), a mitrdlis
regurgitdcio fokdval, valamint a bal kamrai végdiasztolés (LVEDD) és végszisztolés
(LVESD) dtmérdkkel a szivelégtelenség kialakulasa sordan kutya modellben (n=13).
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6 MEGBESZELES

A dolgozatban ismertetett huméan ¢&s allatkisérletes vizsgalatokkal a ghrelin
kardiovaszkularis szerepének eddig kevéssé tisztazott fejezeteihez kivantunk uj
eredményeket szolgaltatni. A human perikardialis vizsgalatban az irodalomban el6szor
irtuk le mind az acilalt, mind a dez-acil ghrelinforma jelenlétét a plazmaé¢hoz hasonld
koncentracioban humdén perikardialis folyadékban. Kimutattuk, hogy ischaemias
szivbetegségben mind az acilalt ghrelin, mind az 6ssz-ghrelin koncentracidja magasabb
a nem ischaemids (billentyiibeteg) csoporthoz képest a perikardialis folyadékban, ami a
peptid fokozott miokardialis termelddésére utalhat kronikus szivizom-ischaemidban.

A korabban csak mechanikus kendanyagként azonositott perikardialis folyadékrol a
kozelmult vizsgalatai joval arnyaltabb képet festenek. A perikardialis tér biologiailag
aktiv kompartment, amely kommunikdl ¢és egyensulyt tart fent a szivizom
intersticlumaval, valamint a sziv intracellularis és intravaszkularis folyadéktereivel.
Miokardialis transzszudatumként a perikardialis folyadék szivizom eredetli endogén
agenseket akkumuldl, amelyek koncentricidgja sok esetben jelentdsen (akar
tobbszordsen) meghaladja ezen agensek szisztémas vérplazmaban mérhetd szintjét [111,
115, 117]. Kiemelendd, hogy ezek kozott tobb novekedési faktor is magas lokalis
koncentracioban van jelen, és ezaltal a perikardialis folyadék szivizom sejtvonalon
proliferacio indukcidjara képes [118, 120].

Korabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy szivizomsejtek egyarant expresszaljak az
elsdsorban a gasztrointesztinalis rendszerben termelddd ghrelin mRNS-ét, a ghrelin
receptorok mRNS-¢ét, valamint az acilalasért felelés GOAT enzimet is, ami lokalis,
szivizombeli ghrelin rendszer jelenlétére, a termel6dé ghrelin potencidlis
autokrin/parakrin hatasaira utal [2, 6, 8]. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a peptid
a perikardialis folyadékban is jelen lehet.

A ghrelin széleskorii kardioprotektiv hatdsokkal rendelkezik, tobbek kozott csokkenti az
infarktus méretét, gatolja a szivizom remodellalodasat, serkenti a miokardialis
angiogenezist, csokkenti a szimpatikus aktivitast és a kéarosodott szivizom kamrai
tachyarrhythmidk iranti fogékonysagat [74, 76, 77, 80, 82]. A kardioprotektiv hatasok
ismeretében magunk a miokardidlis ghrelin termelddését vizsgaltuk kronikus szivizom-
ischaemidban szenvedd betegek ¢és kontrollként billentylibetegség miatt szivmiitétre
keriil6 betegek perikardialis folyadékanak vizsgalatan keresztiil.
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Eredményeink alapjan az ischaemids szivbetegek perikardidlis fluidumaban az acilalt
(aktiv) ghrelin a billentyilibetegekénél kétszeresen nagyobb koncentracidoban van jelen,
mig a szisztémas vérplazmaban szignifikans kiilonbség a betegcsoportok kézott nem
mérhetd. Ez tehat relativ perikardialis aktiv ghrelin tobbletet jelent ischaemias
szivbetegek esetén. Az 0ssz-ghrelin koncentraci6 (acilalt és dezacil ghrelin Gsszesen)
nem mutatott szignifikdns kiilonbséget sem a plazmaban, sem a perikardialis
folyadékban. Az acilélt ghrelin mind a perikardidlis folyadékban, mind a plazmaban -
irodalmi adatokhoz hasonléan - a dez-acilalt formahoz képest tobb mint egy
nagysagrenddel alacsonyabb koncentracioban fordult el6 [11].

A szisztémasan keringd ghrelin mennyiségét szamos faktor befolyasolja, amelyek a
miokardidlis  ghrelintermelddésre  hipotetikusan szintén hatdssal lehetnek. A
perikardidlis ghrelinkoncentraciora hatd szisztémas faktorok eliminaldsa érdekében a
betegek aktiv és 0ssz-ghrelin koncentracidjabol perikardialis/plazma aranyt szamoltunk.
Az ischaemiés csoportban mind az aktiv, mind az 6nmagaban nem kiillonb6zd 6ssz-
ghrelin tekintetében szignifikdnsan magasabb perikardidlis/plazma aranyt talaltunk, az
aktiv ghrelin esetén kozel kétszeres kiilonbséggel. Ez meglatdsunk szerint arra utal,
hogy a sziv ghrelintermelésének szabalyozasa - legaldbbis részben - fliggetlen lehet a
szisztémas ghrelinprodukciot befolyasolo hatasoktol.

A magasabb perikardidlis ghrelinszint ellenére az ischaemids betegek plazmdjdban a
kontrollcsoporthoz  képest enyhén, nem szignifikdnsan alacsonyabb - mas
kutatocsoportok eredményeivel Gsszehasonlitva kevésbé csokkent [85, 86] - acilalt és
Ossz-ghrelin koncentraciot meértiink. Abe és munkatarsai eredményei szerint IGF-1
esetén hasonldan ellenkezd irdnyu valtozas észlelhetd csokkent bal kamra funkcidval
rendelkez6é betegek plazmajaban és perikardialis folyadékaban: a perikardialis IGF-1
szint magasabb, mig a plazma IGF-1 koncentrdci6 a normal ejekcids frakcioju
kontrollcsoporthoz képest csokkent. Kovetkeztetésiik szerint ez a kardidlis IGF-1
rendszer mukodésének kompenzatorikus fokozodasara utal csokkend pumpafunkcid
esetén [119]. Mindezeket Osszevetve eredményeinkkel, a megnétt aktiv ghrelinszint a
perikardidlis folyadékban a kronikusan ischaemids, de megtartott pumpafunkcioji
szivizom lokalis 6nvédelmi mechanizmusanak fokozodasara utalhat. Mas vizsgalatok és
sajat allatkisérletes eredmények alapjan a perikardialis fluidumban talalhaté agensek

képesek visszahatni a szivizom mikodésére [105, 113, 121]. A megnovekedett
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perikardialis ghrelin koncentracid tehat képes lehet protektiv hatdsait kifejteni a
miokardiumra.

A vizsgalatban 0Osszefliggéseket kerestink a betegek kardidlis és metabolikus
paraméterei, valamint a perikardidlis €s plazma ghrelinszintek kézott. Az ischaemids
betegcsoportban szignifikdnsan alacsonyabb szérum 0Ossz-koleszterinszintet talaltunk,
amely ezen csoport joval gyakoribb sztatin szedési gyakorisdgaval lehet
Osszefiiggésben. Ezen betegcsoportban gyakoribb volt a hipertonia és a cukorbetegség
eléfordulasa is. Ugyanakkor nem talaltunk kiilonbséget a trigliceridszint és szénhidrat-
haztartas paraméterei tekintetében, amelynek hatterében a diabéteszes betegek hatasos
glikémids kontrollja allhat.

A plazma 0ssz-ghrelinszint szignifikans negativ korrelaciot mutatott a testtomeg-
indexszel ¢és az inzulinrezisztenciaval, amelyek jol ismert 6sszefliggések az irodalombol
[70, 130]. Ugyanakkor a perikardialis acilalt és Ossz-ghrelinszint szintén negativ
Osszefliggést mutatott a plazma inzulinszinttel és az inzulinrezisztenciat jelz6 HOMA-A
indexszel. Ezen Osszefliggések a perikardialis ghrelin (részben) szisztémas eredetére
vagy az inzulin lokalis, szivbeli ghrelinprodukciéra kifejtett szabalyozd szerepére
utalhatnak. Mivel a testtomeg-index nem mutatott Osszefiiggést a perikardialis
ghrelinszintekkel, ezért a perikardidlis ghrelin kizarélagosan szisztémas eredete
valoszintitlen, és az inzulin lokalis szabalyozo szerepe a valoszinlibb.

Az echokardiografids adatok szerint az ischaemids betegcsoportban szignifikansan
alacsonyabb ejekcios frakcid €s nagyobb bal kamrai végdiasztolés atmérd mérhetd a
billentytibetegekhez képest. Ugyanakkor ezen paraméterek mindkét csoportban még a
normdl tartomdnyba estek. Nem talaltunk kiilonbséget a bal kamrai falvastagsagok és
izomtomeg, valamint a jobb kamrai atmérd vagy funkcié (TAPSE) tekintetében.

Mivel az aortabillentyli sziikiilete szubendokardidlis ischaemiat okozhat, ezért
megvizsgaltuk a billentylibeteg csoporton beliil a betegség tipusanak hatdsat a ghrelin
szintekre. Nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség az aorta és mitralis billentyli
betegsége miatt operdlt betegek kozott sem a perikardidlis, sem a plazma
ghrelinkoncentraciok tekintetében.

A perikardidlis ghrelin koncentraciok szignifikans negativ korreldciot mutattak a
végdiasztolés bal kamrai hatsd fal vastagsaggal, ami a bal kamrai szabadfal szerepét

tdmasztja ald a perikardialis ghrelin termelésében. Irodalmi adatok szerint az elégtelen
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pumpafunkcidju szivizomban csokken a ghrelin expresszidja [89]. A hipertrofias,
remodellalédott szivizomban feltételezésiink szerint ghrelin termelddésének hasonlo
csokkenése lehetséges, ami magyarazhatja a hatséfal vastagsaga €s a perikardialis aktiv
¢és 0ssz-ghrelinszint kozott €szlelt negativ Osszefliggést.

A bal kamrai izomtomeg és a plazma 0Ossz-ghrelin koncentracio kozott ugyancsak
negativ korrelaciot talaltunk. Mivel a bal kamrai izomtdmeg és a testtomeg-index kozott
pozitiv korrelacio all fenn (r=0,41; p<0,01), a bal kamrai izomtémeg ¢s a plazma 6ssz-
ghrelin kozotti Osszefiiggés vélhetéen ezen — az irodalomban mar leirt [130] —
Osszefliggés kovetkezménye.

Osszefoglalva tehat az ischaemids betegcsoportban szignifikAnsan magasabb
perikardidlis aktiv ghrelin szintet talaltunk a kontroll billentyilibetegekhez képest. Az
echokardiografias és metabolikus paraméterckkel talalt korrelaciok alapjan elmondhato,
hogy a lokalis miokardidlis ghrelinképzddést az inzulinrezisztencia és a szivhipertrofia
negativan befolyasolhatja. Az eredmények a kronikusan ischaemias szivizom fokozott
ghrelintermelésére, ezaltal a peptidnek az ischaemias szivizom autokrin és parakrin
onvédelmi mechanizmusaban betoltott fontos szerepére utalhatnak.

A szivizom altal is termelt ghrelin lokalis szivbeli szerepének ismeretében a peptid — az
irodalmi adatok alapjan eddig csak részlegesen ismert — direkt érhatasat vizsgaltuk
izolalt korondria rezisztencia ereken. Mivel kutya specifikus antitestek nem alltak
rendelkezésre, nyulban termeltetett anti-human GHS-R1a és 1b antitesteket hasznéltunk
a ghrelinreceptorok lokalizaciojara kutyasziv mintdkon. Western blot vizsgalattal
validaltuk a human antitestek szelektivitasat kutya receptorokhoz, egyben igazoltuk
azok jelenlétét a kutya szivizom mintaban.

Az immunhisztokémiai festés soran a miokardium enyhe immunpozitivitast mutatott a
GHS-R1a antitestekre, mig markansabb immunpozitivitas mutatkozott GHS-R1b festést
kovetden. Eredménylinket aldtdmasztja Gnanapavan ¢és munkatarsai kozlése, mely
szerint a szervezetben szamos szovetben expresszalodo GHS-R1b mRNS-e a vizsgalt
human szovetek kdzott a masodik legnagyobb kopiaszamban a miokardiumban talalhato
meg. A GHS-R1a mRNS-e négy nagysagrenddel alacsonyabb kopiaszdmban talalhatod
meg a szivizomban az 1b receptorénal [8]. Ugyanakkor mindkét receptor antitestjével

jelentds pozitivitast talaltunk a koronaria erek falaban. A koszoruerek fala markénsan
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festodott mindkét receptor antitestével az erek méretétél és az artérids rendszeren
A GHS-RI1b receptor szivben észlelt excessziv jelenlétének fiziologiai jelentdsége nem
ismert. Korabbi vizsgalatok szerint a receptor egyaltalan nem koti a ghrelint, azonban a
kozelmualt eredményei alapjan GHS-R1a-t nem, csak GHS-R1b-t expresszalo
leukoblaszt sejtvonalon lehetséges autokrin ghrelinhatas [131]. A GHS-R1b ezen kiviil
heterodimereket képezhet a GHS-Rla receptorokkal, csokkentve azok konstitutiv
aktivitasat [132]. A GHS-RI1b altal kozvetitett ghrelinhatasok azonositasara tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, ezek egyeldre specifikus GHS-R1b blokkoloszer hianyaban
nehezen megvalodsithatok.

Az izolalt erekkel végzett vizsgélataink sordn a ghrelin a csak kis spontan tonussal
rendelkezé korondria arterioldkon nem valtott ki hatdst. Ugyanakkor az U46619
tromboxan analoggal megndvelt (a fiziologiashoz kozelebb allo) értonus mellett a
ghrelin dozisfliggd modon vazokonstrikcidt volt képes kivaltani. A prekonstrikcid
sziikségességét magyarazhatja, hogy az izolalt, ezaltal denervalt erek tonusa in Vvivo
tonusuknal alacsonyabb, ezért sem dilatator, sem konstriktor hatasok nem tudhatnak az
¢lében tapasztalthoz hasonlé mértékben felépiilni. Eredményeinkhez hasonléan egy
masik munkacsoport is a ghrelin prekonstrikciotol fliggd vazokonstriktor hatasat irta le
human mezenterialis és tengerimalac renalis és femoralis ereken. Vizsgalataikban a
ghrelin 6nmagaban nem valtott ki vaszkularis valaszt, endotelin-1 el6kezelésre volt
sziikség a peptid hatasanak potencirozasara [100-102]. A jelenség magyarazataként a
ghrelinreceptor €és az endotelin A receptor kdlcsonhatasat feltételezik az érsimaizomban
intracellularisan, méasodlagos messenger szinten, a PLC, Rho-kinaz, 1P; altal medialt
Ca-felszabadulas utvonalon. Korabbi vizsgalatok alapjan a GHS-R1a mas G-fehérjéhez
kapcsolt ~ receptorokkal,  példaul  tromboxan A2  (TXA;)  receptorral
heterodimerizalodhat, és ezaltal modosulhat a receptor aktivitasa [132, 133].
Eredményeink lehetséges magyarazata lehet tehat egy esetleges intracellularis
kolcsonhatas az U46619 altal aktivalt TXA, receptor és a ghrelin hatasat kozvetito,
eddig kozelebbr6l nem azonositott receptor kozott. A ghrelin  altal okozott
vazokonstrikcié mérsékelt foka is ezen modulécios hatdst valdsziniisiti. A ghrelin ezen

kiviil — ez idaig kozelebbrdl nem meghatarozott — endotél eredetli kontraktilis
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mediatorok felszabadulasat is képes serkenteni [101]. Kisérleteinkben az arteriolak
minden esetben ép endotéllel rendelkeztek, igy ez utobbi lehetéség sem zarhato ki.

A ghrelin érszliikité hatasdnak receptoridlis mechanizmusat a GHS-1la receptor
gatloszerével, a D-Lys3-GHRP-6-taI vizsgaltuk. A gatloszert meglehetésen magas
dozisban, 50 wumol/l koncentracioban adtuk a szervfirddhoz, amely korabbi
vizsgalatokban képes volt a ghrelin hatasanak gatlasara [134]. A magas koncentraciot az
indokolta, hogy izolalt éren nem rendelkeziink a gatlas hatékonysagat igazolni képes
modszerrel (mint példaul szisztémas adas esetén a ndvekedési hormon elvalasztasanak
mérése). Mas vizsgalatokban az altalunk alkalmazottnal alacsonyabb D-Lys*-GHRP-6
koncentraci6 is képes volt a ghrelin hatasanak gatlasara [135].

Erdekes modon maga az antagonista is képes volt enyhe konstrikciot okozni a megemelt
tonust ereken. Bar ez a hatds nem volt szignifikans, az U46619 és a blokkoldoszer
egylittes adasa utan 30 perces ekvilibracios periddust iktattunk a protokollba. A ghrelin
adasa csak a stabil értonus kialakuldsa utan tortént. A D-Lys-GHRP-6 simaizom-
kontrakciot okozoé hatdsat mdas szerzOk is leirtdk izolalt patkdny és csirke
gasztrointesztinalis izomcsikokon [23, 134]. Kimutattak azt is, hogy az antagonista
vérnyomasemelkedést és a szivfrekvencia fokozodasat képes eldidézni éber
patkanyokon [136]. A gasztrointesztinalis izomcsikokon észlelt konstriktor hatas a
szerzOk szerint az 5-HT,g szerotonin receptor kozvetitésével jon 1étre. Mivel ezen
receptorok az érrendszerben is megtaldlhatok, a vazokonstriktor hatds hatterében is
hasonlé mechanizmus feltételezhetd.

Kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy a ghrelin vazokonstriktor hatdsa nem a GHS-R1a
receptoron keresztiil jon létre. Eredményiink 6sszhangban van szdmos korabbi, GHS-
R1a knock-out egereken és receptor blokkoloszerekkel végzett vizsgalat eredményével,
amelyekben a ghrelinhatdsok hatterében GHS-R1a receptortdl fiiggetlen hatdsokat irtak
le. Mindezek a GHS-R1-t6] kiilonb6z6 ghrelinreceptorok 1étezését valoszinisitették.
Példa erre tobbek kozott a ghrelin lipolizist gatld hatasa [17], izolalt tengerimalac
papillaris izmokon leirt negativ inotrép hatasa [19, 20] és antiapoptotikus hatasa [18],
amelyek mind a GHS-R1a-t6] kiilonbz6 receptorokon keresztiil jon létre. Erdekes
moédon a peptid patkdny izolalt mezenteralis érpalyan észlelt vazodilatdtor hatisa
szintén GHS-R1a receptortol fliggetlennek bizonyult (bar itt az alkalmazott D-Lys*-
GHRP-6 koncentracidja 1ényegesen alacsonyabb volt az altalunk alkalmazottnal) [95].
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A GHS-R1a receptor korondriaerek faldban kimutatott jelenléte ellenére eredményeink
alapjan tehat nem ez a ghrelin receptor kozvetiti a peptid konstriktor hatasat. A GHS-
R1b receptor altipus excessziv jelenléte a miokardiumban és a koszoruerek falaban
felvetheti ezen receptor kozremukodését az érhatds kivaltasdban, azonban ennek
kisérletes vizsgalata specialis gatloszer hidnyaban nem torténhetett meg. A ghrelin
vazokonstriktor hatasanak kozvetitésében tobb mas receptor kozremiikodése is
feltételezhetd. Ilyen példaul a CD36 scavenger receptor, amely Bodart ¢&s
munkatarsainak vizsgalata alapjan egy szintetikus ghrelinanalég, a hexarelin
koszortérellenallas-noveld hatasat kozvetiti Langendorff szerint perfundalt izolalt
patkanysziven [15]. Eddig nem ismert GHS-R altipus jelenléte szintén feltételezheté a
kisérletes adatok metaanalizisével. Az ezzel kapcsolatos ismereteket a 2. tablazat
foglalja Gssze.

Izolalt ereken végzett vizsgalatunk elsddleges célja a ghrelin koronaria
rezisztenciaerekre kifejtett hatasanak karakterizalasa volt. A kutyabol izolalt koronéria
ereken tapasztalt konstriktor hatds hasonldé a mas munkacsoportok altal patkany és
malac koszoruereken tapasztalt ghrelinhatashoz [98, 99]. Mas szervekben ¢és
érteriileteken a ghrelin direkt érhatdsa azonban tovéabbra is ellentmondasos, hiszen a
kiilonboz6 fajon és értertileten, kiillonbozd peptid dozisokkal végzett vizsgalatok eltérd
eredményekre vezettek. Megemelt értonus mellett példaul izolaltan perfundalt, ex vivo
mezenteridlis érteriileten patkanyokban vazodilataciot, mig izolalt human mezenterialis
ereken in vitro vazokonstrikciot okozott a ghrelin [95, 100]. A periférias keringési
hatasok tekintetében ugyancsak eltérések észlelhetok: a peptid human brachidlis
artériaba adva vazodilataciot, mig tengerimalac izolalt femoralis artérian dozisfiiggd
modon vazokonstrikciot okoz [93, 102].

Izolalt koszorGéren végzett kisérleteinkbdl levonhatd kovetkeztetések alapjan
megallapithatd, hogy a GHS-R1a és GHS-R1b receptorok jelen vannak a szivizomban,
valamint epikardialis artéridk és intramuralis arterioldk faldban egyarant kutya
szivmintdkon. A ghrelin nem valtott ki hatast spontan tonust ereken, de megemelt
értonus mellett dozisfiiggd modon konstrikcidt hozott 1étre kutya intramuralis korondaria
rezisztenciaereken. Ezen ténusfliiggd hatdst a GHS-Rla receptorblokdd nem
befolyasolta. Korabbi vizsgéalatok eredményével Osszevetve ez tehat a GHS-Rla

receptortol kiilonbozo, aktiv ghrelinreceptor jelenlétét valdszintisiti koszoruereken.
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A ghrelin vazokonstriktor hatas élettani jelentdségére a kisérletek nem adnak valaszt. A
vizsgalatokat  egészséges allatokbol izoldlt ereken  hajtottuk  végre, igy
atheroszklerotikus ereken vagy ischaemias koriilmények kozott 1étrejovo érvalaszokkal
kapcsolatban kovetkeztetést nem tudunk levonni. Ugyanakkor a tonusfiiggd
vazokonstrikcionak lehet élettani szerepe az ischaemias szivizom egyenlétlen vérellatasi
viszonyainak szabdlyozdsdban. Az ischaemias teriiletet ellatd kollateralis erek
mérettartomanya a vizsgalatban tanulmanyozott arterioldk tartomanyaba esik, ezért
feltételezhetd, hogy a ghrelin altal okozott enyhe-mérsékelt vazokonstrikcio is részt
vehet ezen erek tonusdnak finomhangolasaban, és csokkentheti az aramlasi viszonyok
egyenldtlenségeit, kiilonosen az ischaemids teriilet sz€li zondjaban. Az itt talalhatd erek
vegyes tonusanak homogenizalasa altal létrejové homogénebb vérellatdsi mintdzat
csOkkentheti a kdrosodott szivizom teriiletét és az aritmogenitast.

A szivelégtelenség korélettana ¢és a kialakuldsdnak monitorozasara alkalmas
biomarkerek kutatasa igen aktualis téma az irodalomban. A néatriuretikus peptideken tal
a kozelmultban szdmos — elsésorban nem kardiélis eredetli — regulator peptid bizonyult
a szivelégtelenség korfolyamatainak kovetésére alkalmas biomarkernek. A ghrelin
kardioprotektiv és orexigén hatdsait tekintve szerepet jatszhat a szivelégtelenség €s az
ezt kisérd kardialis cachexia ellensulyozésaban. Az irodalmi adatok szerint termindlis
szivelégtelenségben egyfajta ghrelinrezisztencia alakul ki, a keringd ghrelin
Szivelégtelenségben az exogén ghrelinbevitel javitja a szivfunkciot, csokkenti a
szimpatikus tonust, noveli az izomer6t és képes a kardialis cachexia csokkentésére [64,
91, 92]. A fenti jotékony hatasok legalabb részben a ndvekedési hormon elvalasztasanak
serkentésén alapulhatnak, ugyanis az eddig kozolt kisszdmu kisérletes vizsgalatban a
ghrelin izolalt papillaris izmon negativ inotrép hatast fejtett ki [19, 20].

A peptid lehetséges biomarker szerepét vizsgalva, a szivelégtelenség kialakulasa soran
bekovetkezd valtozasanak tanulmanyozasdhoz célunk volt egy megbizhatd,
reprodukélhatd nagyallatmodell beallitasa.

Az irodalomban ismert modellek koziil a viszonylag kis miitéti megterhelés és konnyti
programozhatdsag miatt a gyors jobb kamrai ingerlés kutyamodelljét valasztottuk. A
sajat protokoll szerint DDD tipusti pacemakert implantaltunk az allatokba, mindkét

elektrodot a jobb kamraban rogzitve. Az AV-id6 megfeleld beallitasaval igy egyenletes,
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NYHA IV stadiumnak megfeleltethetd szivelégtelenség koriilbelill hdrom hét alatt
alakult ki az allatoknal. A pacemaker beiiltetésekor és ezt kdvetden hetente elvégzett
echokardiografias vizsgalat minden esetben a bal kamrai ejekcios frakcid jelentds
csOkkenését, a bal és jobb kamrai végdiasztolés atmérd, valamint a mitralis és
tricuspidalis regurgitatio szignifikdns novekedését irta le.

A csokkend szivfunkcidval parhuzamosan a kezdddd célszervkarosodas jelei, a
besziikiilé vesefunkcidé és a majenzimek enyhe emelkedése is megjelent. A beallitott
nagyallat modell tehat reprodukalhatonak ¢és alkalmasnak bizonyult a kronikus
szivelégtelenség modellezésére.

Az igy kialakitott modellben vizsgalni kivantuk a plazma ghrelin és kontrollként a
szivelégtelenség ismert ¢és validalt biomarkere, a proANP koncentracido valtozasat,
¢és laborparaméterekkel. Mind a ghrelin, mind a proANP szintje megemelkedett a
szivelégtelenség kialakulasa soran. A proANP szint esetében a sulyos szivelégtelenség
elérésekor a beiiltetést megeldzd kontroll mintdhoz képest tizszeres nodvekedést
talaltunk. Az aktiv ghrelin koncentraci6 esetében a NYHA IV-nek megfeleltetheto,
sulyosan szivelégtelen stddium kialakuldsakor a kiindulasi értékhez képest kozel
kétszeres novekedést mértiink. A két peptid kozotti dsszefliggést vizsgalva az Osszes
mintaban az aktiv ghrelin és a proANP plazmakoncentracioja kozott mérsékelt erdsségii
(r=0,37), de szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk.

Megvizsgaltuk a  két peptid plazmakoncentracidjanak — Osszefliggését az
echokardiografias és laborparaméterekkel. A ghrelin a vizsgalt paraméterek koziil a bal
kamrai végdiasztolés atmérdvel mutatott szignifikans pozitiv korrelaciot, mig a proANP
koncentraci6 negativ korrelaciot mutatott az ejekcios frakcioval, illetve pozitiv
korrelaciot a mitralis regurgitatio fokaval, valamint a bal kamrai végdiasztolés és
végszisztolés atmérdvel.

Eredményeink alapjan tehat a gyors jobb kamrai ingerléssel kivaltott kronikus
szivelégtelenség kutydkban alkalmas modell lehet a korkép biomarkereinek
vizsgalatara. A plazma ghrelinkoncentraciojanak emelkedése a szivelégtelenség
funkcionalis stddiumanak fiiggvényében, valamint szignifikans korrelacioja a plazma

proANP koncentracioval és a bal kamrai tagulattal felveti a peptid lehetséges biomarker
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szerepét a szivelégtelenség kialakuldsa soran. A ghrelin, mint szivelégtelenség
biomarker diagnosztikus, illetve prediktiv értékének meghatarozasahoz tovabbi

kisérletes és human vizsgalatok elvégzése sziikséges.
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KOVETKEZTETESEK

. Kimutattuk, hogy a human perikardialis folyadékban mind az acilalt, mind a dez-acil

ghrelinforma a plazméaban mérhet6hoz hasonldé mennyiségben van jelen.

. Ischaemias szivbetegségben az aktiv ghrelin perikardialis koncentracioja magasabb a

non-ischaemids, billentylibeteg csoporthoz képest, ami a peptid fokozott miokardialis
termelddésére utal kronikus szivizom-ischaemiaban.
A perikardidlis acilalt ghrelin koncentracigjat az inzulinrezisztencia és a

szivhipertrofia negativan befolyasolja szivbetegekben.

Igazoltuk, hogy a GHS-R1a és GHS-R1b ghrelin receptorok jelen vannak mind a

szivizomban, mind a koronaria arteriolak faldban kutya mintakban.

A ghrelin farmakoldgiai dozisai megemelt értonus mellett dozisfiiggd érsziikitd
hatast valtanak ki izolalt kutya koronaria arteriolakon, amely nem a GHS-Rla

ghrelin receptoron keresztiil jon 1étre.

A plazma ghrelinkoncentracio szignifikdns megemelkedése a szivelégtelenség
kialakulasa soran, valamint korrelacidja a proANP plazmaszintjével a szivelég-
telenség gyors jobb kamrai ingerléssel 1étrehozott kutyamodelljében felveti a peptid

lehetséges biomarker szerepét.
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8 OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban foglalt vizsgélatok a ghrelin, egy els6sorban a gyomorban termelddd,
peptid hormon kardiovaszkularis szabalyozasban betoltott szerepének kevéssé tisztazott
fejezeteihez kivannak eredményeket szolgaltatni. A ghrelin szerteagaz6 hatasokkal,
koztiik kardioaktiv hatasokkal rendelkezik. Mind a peptid, mind receptorai, illetve az
aktivitashoz sziikséges acilalasért felelés enzim megtalalhatd a szivben, igy lokalisan
mikodé ghrelin rendszer 1étezése feltételezhetd. A ghrelin szivizom-ischaemidban
betoltott szerepét vizsgalandd lokalis (perikardialis) és szisztémds (plazma) ghrelin
koncentraciot mértiink szivmitétre keriilé ischaemids szivbetegeknél és kontrollként
billenytiibetegeknél. Mivel a perikardialis fluidum eredetét tekintve féként miokardialis
transzszuddtum, a perikaridalis folyadékban mérhetd agensek koncentracidja jol
tilkrozheti azok miokardialis szintjét. A kronikus szivizom-ischaemiaban szenvedd
betegek perikardidlis mintaiban az aktiv ghrelin szintje szignifikdnsan magasabb volt a
kontrollokhoz képest. A betegek perikardialis ghrelin koncentraciojat negativan
befolyasolta a bal kamrai hypertrophia és az inzulinrezisztencia.

A ghrelin direkt érhatasara vonatkoz6 ismeretek ellentmondasosak: fajtol, érteriilettol,
értonustol  fliggben értagitd vagy érsziikité hatds egyarant leirasra Kkeriilt.
Immunhisztokémiaval mindkét ghrelinreceptor (GHS-R 1a és 1b) jelenlétét igazoltuk a
szivizomban és a koronariak falaban kutya szivizom-mintakban. Izolalt kutya koronaria
arteriolakon végzett mikroarteriografia eredményei alapjan a ghrelin megemelt értonus
mellett koronaria konstriktor hatassal bir, amelyet nem a GHS-R 1a kozvetit.

A kozelmultban szamos, els6sorban nem kardidlis eredetli szabalyozd peptid, igy a
ghrelin is a szivelégtelenség lehetséges biomarkereként keriilt azonositasra. Ennek
vizsgalatara a kronikus szivelégtelenség nagyallat modelljét allitottuk be gyors jobb
kamrai ingerléssel. Az allatoknal 22+4 nap alatt silyosan csokkent bal kamra funkcio €s
bal kamrai tagulat, valamint ndvekvd mitralis regugiticié alakult ki, amelyek jol
korrelaltak a plazma proANP szinttel. A ghrelin plazmaszintje szignifikansan
megemelkedett a szivelégtelenség kialakulasa soran, és pozitivan korrelalt a proANP
koncentracioval és a bal kamrai tagulattal. Eredményeink alapjan a rapid kamrai
ingerléssel 1étrehozott modell alkalmas a szivelégtelenség biomarkereinek vizsgalatara.
A ghrelin koncentraci6 emelkedése és korrelacioja a proANP-vel €s echokardiografias

paraméterekkel felveti a ghrelin lehetséges uj biomarker szerepét szivelégtelenségben.
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9 SUMMARY

The studies involved in the dissertation all aimed to clarify unclear issues of the
cardiovascular effects of ghrelin, a regulatory peptide of primarily gastrointestinal
origin with multiple functions including cardioprotective effects. The peptide, its
receptors and the activating octanoyl acyl transfer enzyme (GOAT) are all produced in
the myocardium referring to a locally acting ghrelin system in the heart. To assess the
role of ghrelin in myocardial ischemia we aimed to measure local myocardial
(pericardial) and plasma ghrelin levels of patients with ischemic and non-ischemic
valvular heart disease. Pericardial fluid has been proven to be a biologically active
compartment of the heart that communicates with the myocardial interstitium. Thus,
pericardial level of certain agents may reflect their myocardial concentration well.
Pericardial active ghrelin levels were found to be significantly higher in patients with
chronic myocardial ischemia. According to our results, pericardial ghrelin content is
negatively influenced by left ventricular hypertrophy and insulin resistance.

As contradictory data are available on the vascular actions of ghrelin in different organs
and species, we aimed to characterize the direct effect of the peptide on canine
coronaries. Presence of GHS-R 1a and 1b subtypes in canine myocardial samples and
coronary arterioles was confirmed with immunohistochemistry. Microarteriography
study on isolated canine coronary arterioles showed that ghrelin is able to induce
significant constriction on vessels with elevated vascular tone. This vasoconstrictor
effect is not mediated by GHS-R1a.

Recently, several regulatory peptides - primarily of non-cardiac origin - including
ghrelin were suggested to be potential biomarkers of heart failure. We established a
large animal model of chronic heart failure in dogs with rapid right ventricular pacing.
Heart failure with seriously impaired left ventricular function, dilation of left ventricle
and increasing mitral regurgitation developed after 22+4 days of pacing. The above
changes showed significant correlation with plasma proANP level. Plasma level of
ghrelin significantly increased during the development of heart failure and was found to
be positively correlated with proANP level and with left ventricular dilation. These

results suggest the possible use of ghrelin as a novel biomarker of heart failure.
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