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Bevezetés

Az emldsok felnéttkori szivizomsejtjeinek tilnyomo tobbsége terminalisan
differencialt, ennek megfeleléen fiziologias korllmények  kozott
proliferaciot nem mutat. A sziv mégis képes a kornyezeti hatasokhoz
alkalmazkodni, és a valtozatos fizioldgias, valamint patoldgias ingerekre a
szivizomsejtek nodvekedésével valaszolni. A szivizom-megnagyobbodas
elsédleges kivaltoi a mechanikus terhelés novekedése, valamint a
neurchumordlis ingerlés, melyek altal elinditott szertedgazd sejtvalaszok a
szivizomsejtek  génexpresszidjanak,  fehérjeszintézisének,  valamint
anyagcseréjének befolyasolasaval fokozzak a kialakuld hipertrofiat. A test
novekedése, varandossag vagy edzés hatasara a szivizomzat fizioldgias
megnagyobbodasa kovetkezik be, mely az egyes szivizomsejtek
hipertrofidja nyoman alakul ki. Ezen folyamat soran a kontraktilis funkcio
nem valtozik, vagy javul, és az egészségesre jellemz6 szOveti struktlra is
valtozatlan marad. Ezzel ellentétben a szivizom patolégias
megnagyobbodasa altalaban hemodinamikai tllterhelés hatasara alakul ki,
melynek kovetkeztében a szivizomsejtek karosodasa, végll pusztulasa miatt
remodellacié is végbemegy. A fellépé remodellacié egyebek mellett
sejtszinten a metabolizmus megvaltozasat, a kalcium anyagcsere
felborulasat, szdveti szinten gyulladas kialakulasat és a szivizom
kotészovetes atépiuilését is magaban foglalja. Bar makroszk6pos fenotipusat
tekintve a fiziol6gids és patoldgias hipertrofia hasonlonak tiinhet, régota
ismert, hogy a kialakulasukhoz vezetd sejten beliili szignalutak alapvetden
kulénbdznek egymastal.

A kardiovaszkularis megbetegedések haldlozason beliili részesedése
évtizedek Ota novekszik, mely maéra vilagszerte eléri a nem fert6z06

betegségek okozta haldlozés 40%-at. A hosszt idén at fennallo patologias



szivizom-megnagyobbodas a szivelégtelenség kialakulasanak egyik
legjelentdsebb rizikofaktora, melynek kezelése ma is jelentds egészségiigyi
probléma. A szivelégtelenség nOvekvé kozegészségligyi terhének
csokkentésére ezért Uj terapids alternativak kutatdsa nagy jelentdséggel
birhat.

A szivelégtelen betegek kilatasainak javitasara ésszerii valasztasnak tlinik
olyan molekularis jelatviteli utak célzott befolyasolasa, melyeket a jelenlegi
gyogyszeres terapidk nem tamadnak. Ilyen érdekes célpont lehet a
szivizomsejtekben a masodlagos hirvive ciklikus GMP (cGMP) ¢és
jelatvitele. A nitrogén-monoxid (NO) hatasara termelt cGMP szamos
élettani és korélettani folyamat fontos sejten belli szabalyzéja a sziv- és
érrendszerben, beleértve a szivizom remodellacidjat is. Koradbban mar
igazoltak, hogy a cGMP intracellularis szintjének ndvelése a miokardialis
struktira és funkcié meg6rz6déséhez vezetett akdr bontd enzimének, a
foszfodiészterdz-5 (PDE-5) gatlasa, akar eléallitd enzimének, a szolubilis
guanilat-ciklaz  (sGC) stimulalasa segitségével kisérletes ischaemia-
reperfiizios modellekben. Ebbdl kovetkezbleg a miokardialis cGMP-szint
novelése hatékony, Uj eljaras lehet a patoldgias miokardidlis hipertréfia
kialakulasanak megakadalyozasara is.

A NO-cGMP jelatvitel karosodasanak kivédésére mar rendelkezésre all egy
0j gydgyszercsoport, a sGC aktivatorok. E gyogyszercsoport jelenleg
elérhet6 leghatékonyabb tagja a cinaciguat (BAY 58-2667), mely a sGC
teljesen inaktiv formadit is képes aktiv allapotba hozni, és igy a cGMP
termelddését fokozni. Mindezek alapjan a cinaciguat hasznos Uj szer lehet a

patolégias miokardialis hipertréfia kezelésében.



Célkitlizések

Bar mind a fiziolégias, mind a patolégids miokardialis hipertrofiat
részletesen tanulmanyoztak korabban molekularis szempontbdl, a kozottiik
fennallo funkcionalis kiilonbségekrél megjelent adatok megbizhatosadga az
alkalmazott non-invaziv, kevésbé pontos modalitdsok hasznalata miatt
korlatozott. Mindezek okan szlkséges e kilonallé hipertréfia-formak
funkcionalis kiilonbségeinek mélyebb betekintést add vizsgalata. Tovabba,
mivel a szivelégtelenség incidencidja folyamatosan névekszik, javarészt a
kialakuldsdhoz vezet6 &llapotok, mint példaul a hosszan fennalld
magasvérnyomas-betegség novekvd el6forduldsa miatt, 0j gyodgyszeres

terapias lehetdségek kutatasa elsérendii feladat.

E tézisben taglalt kisérletes vizsgalatok soran célkitliizéseink a kovetkezok

voltak:

Q) A fiziologias és patologias miokardialis hipertréfia funkcionalis
karakterisztikajanak @sszehasonlitasa az in vivo Kkardialis funkcionalis
vizsgalatok jelenlegi arany standardja, a nyomas-térfogat (P-V) analizis

segitségével

(2) A fiziologids és patolégias miokardidlis  hipertrofidban
megfigyelheté funkciondlis kilonbségek mogott rejlé morfologiai és

molekuléris hattér feltarasa

(3) A sGC aktivator cinaciguat hatasainak vizsgéalata patol6gis
miokardialis hipertrofidban morfoldgiai, funkcionalis és molekularis

szemszogbdl is.



Anyagok és modszerek

A fizioldgias hipertréfia modellje - fizikai edzés

Fiatal, him Wistar patkdnyokat random maodon UszGedzést teljesité (Ex)
vagy kontroll (Sed) csoportba soroltunk. Az edzést teljesité allatok a
terhelés fokozatos emelését kovetden napi 200 percet usztak 12 héten

keresztiil. A kontroll allatok minden nap 5 percet Usztak.

A patologias hipertrofia modellje — nyomastulterhelés

A vizsgalt patkanyok vagy a hasi aorta veseartériak, illetve a. mesenterica
superior kozé es6 szakaszan végrehajtott 20G  atmér6ji  standard
aortasziikitésen (AAB), vagy sham operdcion (Sham) estek at. A mitétek

utan 6 héttel funkcionalis méréseket végeztlink.

Kisérleti protokollok

A fizioldgias és patologias miokardialis hipertrofia kiilonbségeit vizsgalo
kisérlethez mindkét modellt felhasznaltuk. A patkanyok (Ex, n=12; Sed,
n=11; AAB, n=10; Sham, n=8) vagy az edzésprogramot teljesitették, vagy
az aortasziikitésen és megfigyelési id6szakon estek at, melyek végén az
allatokon echokardiografidas és invaziv hemodinamikai méréseket
végeztiink.

A cinaciguat patoldgias miokardialis hipertrofidban kifejtett hatasainak
vizsgalatahoz AAB és Sham éllatokat random modon osztottunk be
cinaciguat (Cin, 10mg/kg) vagy placebo (Co, 0,5% metilcelluléz oldat)
kezelésben részesiild csoportokba a kovetkezd esetszamokkal: ShamCo
n=8, ShamCin n=8, AABCo n=10, AABCin n=9. Echokardiografias képek
a kezelés kozepén (3. hét), valamint végén is késziltek az invaziv

hemodinamikai méréseket megel6zden.



Echokardiogréafia

A bal kamra (LV) révid- és hossztengelyében szisztoléban és diasztoléban
késziult képeket taroltuk és elemeztiik az eliils6, valamint a hatsé fal
vastagsaganak, valamint az {iregatmérék meérése céljabol. A felvételek
hasznalataval szamoltunk verétérfogatot (SV), frakcionalis rovidiilést (FS),

ejekcios frakciot (EF) valamint becsilt LV témegindexet (LVMi, LV témeg

In vivo hemodinamikai mérések

Patkanyainkat pentobarbital anesztézidban invaziv hemodinamikai
méréseknek  vetettik ala, melynek soran  nyomas-konduktancia
mikrokatétert vezettiink a bal kamraba artérias kozépnyomas (MAP) mérést
kovetéen. A mérések alkalmaval rogzitett adatokbdl P-V analizis
segitségével a kovetkezd paramétereket szamitottuk: EF, LV végszisztolés
nyomas (LVESP), LV végszisztolés térfogat (LVESV), verémunka (SW),
ventrikulo-artérids  kapcsolds (VAC), mechanikus hatasfok (Eff),
végszisztolés nyomas-térfogat Osszefiiggés meredeksége (ESPVR),
végszisztolés  elasztancia (Ee), ver6munka-végdiasztolés  térfogat
osszefliggés egyenesének meredeksége (PRSW) és LV nyomascsokkenés
id6allanddja (tyw, Weiss mddszer). A méréseket kovetden a szivek tomegét

megmértik, majd LV mintékat konzervaltunk.

Szfvettan

4% formalinban konzervalt szivmintakat 5um vastagra metszettiink, majd
hematoxylin-eozin, illetve picrosirius vords festést végeztink a
szivizomsejtek atlagos atmérdjének mérése, illetve a miokardialis kollagén
mennyiségének mérése céljabdl. cGMP immunfestést, illetve terminalis
dezoxinukleotidil transzferdz dUTP nick-end labeling (TUNEL) festést is
végeztiink a cGMP-szint, valamint a DNS-fragmentacio megitélésére.
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Biokémiai mérés
A ShamCo, ShamCin, AABCo és AABCin allatok vérmintaibol

meghataroztuk a plazma cGMP-szintjét.

Miokardialis mRNS- és fehérjeanalizis

LV mintakbdl mRNS- és fehérjekivonatokat készitettiink polimeraz-
lancreakci6 és Western blot vizsgéalatok céljabol. A kovetkezé gének
kifejez6dését vizsgaltuk: pitvari natriuretikus faktor (ANP), miozin
nehézlanc o és B (MHCo/B) izoformak, peroxiszdma proliferator-aktivalt
receptor vy  koaktivator-lo.  (PGCla), foszfolamban (PIn) és
szarkoplazmatikus-endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATPaz 2a (SERCAZ2a)
izoforma. Fehérjeszinten a protein kindz G (PKG) mennyiségét, valamint a
vazodilator-stimulalt foszfoprotein (VASP) foszforilacios hanyadosat
mértiik. Kontrollként a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazt (GAPDH)

alkalmaztuk mindkét méréstipus soran.

Statisztikai analizis

Student-féle  t-tesztet vagy kétutas varianciaanalizist (ANOVA,
"aortasziikités’ és ’cinaciguat kezelés’ faktorokkal) alkalmaztunk a
statisztika szabalyainak megfeleléen. A kétutas ANOVA-t a faktorok (Ppand,
Pweat) fUggetlen hatdsanak, valamint szignifikdns sziikitésxkezelés
interakciok (pi;) Kimutatdsara hasznaltuk. Tukey post hoc tesztet
alkalmaztunk a csoportok kozotti kiilonbségek feltarasdhoz. Parositott
Student-féle t-tesztet hasznaltunk a két kiilon idGpontban mért
echokardiografias paraméterek osszehasonlitasara. Tovabba, hogy a
modellekben alkalmazott kiilonb6zé stimulusok hatasat 0ssze tudjuk vetni
(Paifr), kétszElii Student t-tesztet végeztink a megfeleld kontrollra

normalizalt Ex és AAB értékek felhasznalasaval.



Eredmények

A fizioldgias és patoldgias miokardialis hipertrofia kozotti
kulonbségek
Szivtémeg

Mind az Ex, mind az AAB csoportban szignifikdnsan magasabb

szivtomeget mértiink, mint a megfelel6 kontrollokban.

Echokardiogréafia

Mind az eliils, mind a hats6 fal szisztolés és diasztolés vastagsaga
novekedett a hipertréfia modellekben. A becsiilt LVM és LVMi is
emelkedett volt az Ex és AAB patkanyokban a kontrolljukhoz képest. A
hipertrofiat kivaltd stimulus fenotipusra gyakorolt eltér§ hatasa volt
megfigyelhet6 a LV végszisztolés atmérd (LVESD), FS és EF esetén; mig a
LVESD csokkent, illetve a FS és EF nétt Ex allatainkban, az AAB csoport e

paraméterek tekintetében ellentétes valtozast mutatott (1. tablazat).

1. tAblazat. Az edzés és a patoldgias stimulus hasonlé foku hipertréfiat idéz elé —
echokardiografias mérések

Sed Ex Sham AAB P giff
LVESD (mm) 4,06+0,08 | 3,45+0,09" | 3,99+0,17 | 4,22+0,11 | <0,0001
AWTd (mm) 1,96+0,02 | 2,17+0,02" | 1,95+0,02 | 2,19+0,03" 0,452
PWTd (mm) 1,82+0,03 | 1,93+0,02" | 1,78+0,01 | 2,06+0,04* 0,002
LVM (mg) 872+14 976+11" 849+17 1031+23* 0,012
LVMi (mg/mm) | 20,2+0,4 | 24,6+0,3" | 20,2+0,3 | 26,0+0,7* 0,264
FS (%) 41,4#0,7 | 50,0¢1,1" | 41,3%2,3 | 405#13 | <0,0001
EF (%) 65,5+¢1,3 | 73,0x1,3" | 651+1,5 | 624#13 | <0,0001

LVESD: LV végszisztolés atmérs; AWT: eliilsé fal vastagsaga diasztoléban; PWTd: hatulso fal
vastagsdga diasztoléban; LVM: bal kamra tomeg; LVMi: LVM index (LVM tibiahosszra
normalizélva); FS: frakcionalis rovidilés; EF: ejekcids frakcio; pair: a modellek kozotti
kiilénbség p értéke

*: p<0,05 vs. Sed; #: p<0,05 vs. Sham



Hemodinamikai mérések

Ex éallataink Sed kontrollhoz képest kisebb LVESV, valamint nagyobb
végdiasztolés LV térfogat illetve valtozatlan szivfrekvencia miatt
emelkedett SV, EF és SW értéket mutattak (1. abra, A). A LV nyoméasok
valtozatlanok maradtak edzett allatainkban. Ezzel ellentétben a LV
térfogatok, igy a SV és EF sem valtozott szignifikansan AAB allatainkban a
Sham patkanyokhoz képest. Ebben a modellben ugyanakkor a LVESP és
ebbdl kovetkezbleg a MAP szignifikdnsan emelkedett az AAB csoportban
(1. dbra, A), a SW emelkedését okozva. E; és PRSW, a szisztolés funkcio

terheléstdl fliggetlen paraméterei mindkét modell fokozott kontraktilitasat
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1. dbra. Nyomas-térfogat viszonyok és kontraktilitds edzést, illetve nyomas-
tulterhelést kovetden

Az “A” panelen valamennyi csoport kiindulasi P-V gorbéi lathatéak. Figyeljik meg a
nyomas-, illetve térfogat-értékek kozotti kiilénbségeket az egyes csoportok esetén!

A “B” panelen lathatd, hogy mind az E., mind a PRSW szignifikdnsan emelkedett Ex és AAB
allatainkban azok kontrolljahoz képest. Az Eff és VAC értékek szignifikansan javultak az Ex
patkanyokban, mig az AAB allatokban véaltozatlanok maradtak.

*: p<0,05 vs. Sed; #: p<0,05 vs. Sham



mutattak (1. abra, B). A diasztolés funkcié tekintetében a 1\, szignifikdnsan
csdkkent az Ex csoportban a Sed allatokhoz képest, mig szignifikansan
emelkedett az AAB patkanyokban a Sham csoporttal szemben. Tovabba,
Eff szignifikansan javult edzést kovetéen, mig valtozatlan maradt AAB
utan. Sajat kontrolljukhoz viszonyitva a VAC értéke is javult az Ex

csoportban, mig romlott az AAB allatokban.

Sz@vettan

Mindkét hipertréfia-modellben noévekedett az atlagos szivizomsejt atméro,
mikroszkopos szinten is igazolva ezzel a hipertréfia jelenlétét. Ezzel
ellentétben, mig fiziologias hipertrofia esetén nem emelkedett a
miokardiadlis  kollagéntartalom,  addig  patolégias  hipertréfidban
szignifikansan magasabb volt a kollagén mennyisége a szubendokardialis

szivizomban.

Miokardialis mRNS analizis

Edzést kovetden nem valtozott szignifikansan a vizsgalt markerek kardialis
kifejezddése. Ugyanakkor a LV nyomastulterhelését kdvetéen a magzati
génprogram reaktivalodasat jelz6 ANP, MHCa és MHCp, illetve a
mitokondrialis miikodés fontos effektorainak, mint a PGCla, szintje

jelentdsen megvaltozott.

A cinaciguat hatasai patol6gias miokardialis hipertrofiaban

Szivtémeg

A tibiahosszra normalizalt szivtomeg (HW/TL) szignifikdnsan magasabb
volt az AABCo patkanyokban, mint a ShamCo vagy ShamCin allatokban.
HWI/TL szignifikansan csokkent az AABCin allatokban az AABCo
patkanyokhoz képest.



Echokardiogréafia

A 3. héten végzet echokardiogréafias vizsgalatok szignifikansan nagyobb LV
falvastagsagokat és LVMi értéket jeleztek az AABCo csoportban a ShamCo
csoporthoz képest az tiregatmérék lényeges valtozasa nélkil. Az AABCo
csoportban a kezelési idészak masodik felében tovabb nétt a hipertrofia
mértéke. Az aortaszilikitett 4llatok cinaciguat-kezelése szignifikans
csokkenést eredményezett a diasztolés LV falvastagsagokban és LVMi
értékben az AABCo csoporthoz képest mindkét idépontban. Az EF és FS

nem valtozott a vizsgalat soran egyik csoportban sem.

Hemodinamikai mérések

A sziikilett6] proximdalisan mind az LVESP, mind a MAP szignifikansan
magasabb volt az AAB csoportokban a Sham csoportokhoz képest, és a
cinaciguat-kezelés egyik paraméter értékét sem befolyasolta. Az ESPVR
lényegesen meredekebb volt az AABCo, mint a ShamCo allatokban (2.
abra, A). Az E. és PRSW szintén emelkedett kontraktilitast igazolt az
AABCo csoportban a ShamCo csoporthoz képest (2. abra, B). Ezek a
paraméterek ugyanakkor a kontraktilitas szignifikans csokkenését mutattak
AABCIn allatainkban az AABCo patkanyokhoz képest. Az aktiv relaxacio
romlott AABCo é&llatainkban a ShamCo csoporthoz képest a t alapjan, mig

ez az AABCin és ShamCo csoportban hasonlénak bizonyult (2. abra, B).

Szfvettan

Az atlagos szivizomsejt-atmér6, szubendokardialis kollagén mennyiség,
valamint az apoptotikus sejtmagok szama szignifikansan nétt az AABCo
csoportban a ShamCo csoporthoz képest, és valamennyi szignifikansan
csokkent az AABCin patkanyokban az AABCo allatokhoz képest. A cGMP

immunhisztokémia értékelése soran AABCin éllataink metszetei

10
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2. dbra. Nyomas-térfogat viszonyok és kontraktilitds cinaciguat kezelést kovetéen
nyomastulterhelés esetén

Az “A” panelen a vena cava okkl(ziék soran rogzitett gorbék lathatoéak. Figyeljik meg az
ESPVR egyenesek meredekségének kiillonbségét!

A “B” panelen lathat6, hogy mind az E.s, mind a PRSW magasabb AABCo allatainkban, mig
mindkettd szignifikdnsan csokkent az AABCin allatokban az AABCo csoporthoz képest. A 7y
értéke csak AABCo allatainkban volt emelkedett.

*: p<0,05 vs. ShamCo; #: p<0,05 vs. AABCo; pin:: interakcios p érték

szignifikansan magasabb pontszdmot kaptak, mint akar a ShamCo, akar az

AABCo csoport metszetei.

Miokardialis mRNS és protein analizis

A LV nyomas-tilterhelésének kovetkeztében szignifikansan emelkedett az
ANP kifejez6dése, mig az MHCo/MHCP expresszids hanyadosa csokkent,
mely AABCo allatainkban a magzati génprogram reaktivalddasara utalt (3.
abra, A). A cinaciguat-kezelés hatdsara az MHCo/MHCPB expresszios

hanyados normalizalédott, mig az ANP expresszi6ja nem valtozott. A

11



SERCAZ2a és PIn expressziés hanyadosa szignifikansan magasabb volt az
AABCIn patkanyokban (3. abra, A). A PKG protein denzitas szignifikansan
n6tt az AABCo patkanyok mintadiban, mig az AABCin csoportban
Osszemérheté volt a ShamCo csoportéval (3. abra, B). A VASP
foszforilacids aranya a PKG aktivitas elfogadott indikatora; ezen arany

szignifikansan emelkedett volt AABCin allatainkban (3. abra, B).

Plazma cGMP
A cGMP plazmaszintje szignifikansan emelkedett AABCin allatainkban
mind a ShamCo, mind az AABCo csoporthoz képest (3. abra, B).

A

SERCA2a/Pln MHCa/MHCB

»

Pinc= 0,207

n

(fold change)
(fold change)
=
(fold change)
2

I 4
n

0,5

Expressziés arany

Relativ génexpresszié
Expresszids ardny

0,0

w

p-VASP/VASP

Pint = 0,023

n

Protein denzitis
(fold change)
B

(fold change)

Protein denzitds-ariny
4
n

Plazma koncentricié
(pmol/ml)

4
S

S ®

2 Co A Cin

3. dbra. Génexpresszids valtozasok és cGMP szignalizacid cinaciguat kezelést
kovetéen nyomastulterhelés esetén

Az “A” panel kulcsfontossagu génexpressziés valtozasokat mutat be cinaciguat kezelést
kovetden nyomastulterhelés esetén.

A “B” panelen cGMP-kapcsolt valtozasokat dsszegziink. A cGMP plazmaszintje emelkedett
intracellularis cGMP szintre utal AABCin allatainkban, mely fokozott PKG aktivitashoz
vezetett. Ezaltal azonos enzimmennyiség mellett is emelkedett a VASP foszforilacios aranya.
*: p<0,05 vs. ShamCo; #: p<0,05 vs. AABCo; pin: interakcios p érték
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Kovetkeztetések

Els6 kisérletsorozatunkban els6ként irtuk le a fiziologids- és a kompenzalt
patolégias miokardialis hipertréfia részletes hemodinamikai
Osszehasonlitasat relevans ragcsalo-modelleken. Bar fenotipusuk alapjan a
vizsgalt hipertréfidk hasonlonak bizonyultak, jellegzetes funkcionalis és
molekularis kiildnbségek adodtak koztik. A diasztolé aktiv relaxacios fazisa
eltéréen valtozott: fiziologias hipertrofia esetén szignifikansan rovidilt, mig
patoldgias hipertréfia esetén szignifikansan megnyult. Tovabba, a bal kamra
altal végzett munka mechanikus hatasfoka, valamint a kontraktilitds —
utéterhelés viszonya csak fizioldgias hipertrofia esetén javult. A megfigyelt
energiafiiggé funkcionalis kiilonbségek hatterében a mitokondrialis
funkciot, illetve biogenezist érintd markerek megvaltozott miokardialis
kifejez6dése allhat.

Masodik kisérletsorozatunk eredményeivel elsoként mutattuk meg, hogy a
sGC kronikus aktivalasaval hatékonyan megakadalyozhaté a nyomas-
indukalt patoldgias hipertrofia talfejlddése in vivo. A sGC aktivacid
jotékony hatdsat mind morfolégiai, mind funkciondlis, mind pedig

molekuléris szinten ki tudtuk mutatni.
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