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Bevezetes
A kardiovaszkularis betegségek epidemiologiaja

Européban a kardiovaszkularis betegségek felelések az sszhaldlozas kozel 45 szazalékaért,
ami tobb mint négy milli6 emberélet elvesztését jelenti évente. A Kkardiovaszkuléris
betegségeken belil a koszoruér betegségek képviselik a legnagyobb hanyadot. Ezen
epidemioldgiai adatok alatamasztjak a jelenleg is intenziven folyd kardiovaszkularis kutatasok
relevancidjat.
A koszoruér betegség és a miokardialis iszkémia patomechanizmusa és riziko faktorai

Az érelmeszesedést (ateroszklerozist) és f6 kovetkezményét, a koszoruér betegseget,
jelenleg krénikus gyulladasos betegségnek tekintjik. A fehérvérsejtek az artéridk endotél
sejtjeihez kitapadva beinditjak a gyulladasos kaszkadot és a kalcifikaciot, igy létrehozva az
ateroszklerotikus plakkot. A koszorUerek ateroszklerotikus plakkjanak ruptirja szivizom

iszkémiahoz vagy akar akut miokardialis infarktushoz (AMI) vezethet. A koszoruér betegség



komplex patomechanizmusa mellett egyéb rizikotényezok (pl. a dohanyzas) és tarsbetegségek
(pl. a hiperlipidéemia) befolyasoljak a betegség klinikumat. A dohényzas szerepet jatszik a
kardiovaszkuaris halalozasok kozel 20 szazalékaban, férfiakban. A diszlipidémia magas 6ssz-,
és LDL- koleszterin, illetve triglicerid szinttel és egyidejiileg alacsony HDL- koleszterin szinttel
tarsul. Az ateroszklerdzis és a koszoruér betegség kialakulasahoz hozzajarul a megndvekedett
nitrotirozin (NTyr) képzédés is hiperkoleszterinémias betegekben.
A koszoruér betegseg és az AMI diagnosztikus biomarkerei és farmakologiai kezelése

A szérum lipid értékek (6ssz-, LDL-, HDL- koleszterin, triglicerid szint) az ateroszklerozis
prediktiv markereiként hasznalhatok, mig a kardialis troponinok vagy a kreatin-kinaz MB
izoformaja az AMI diagndzisanak jelenleg elérheté legjobb biomarkerei. A rizikdfaktorok
csokkentése a prevencio elengedhetetlen része a koszoruér betegekben (hiperlipidémia kezelése
sztatinokkal). Az AMI kezelésére hasznalt gyogyszerek jelenleg a B-receptor blokkolok,
angiotenzin-konvertaz-enzim (ACE) gatlok, nitroglicerin, stb. Ennek ellenére az AMI
kezelésében a perkutan koronéria intervencio (PCI) az els6ként valasztando eljras az infarktus
méretének csokkentésére. A nagy szdmu elérhet6é biomarker és gyogyszer ellenére az AMI
prognozisat tovabbra is nehéz megbecsilni és tovabbra sincs olyan gyogyszer, ami az akut
miokardialis infarktus méretét csokkentené. Ezert tovabbra is szikség van Gj molekulak
karakterizalasara, uj kardioprotektiv terapias lehetdségek fejlesztésére, amik segithetik a
Szignalizéacios jelutak tovabbi analizise koszoruér betegségben és miokardialis iszkémiaban
+«+ A nitro-oxidativ stressz szerepe

A nitro-oxidativ stressz szamos kardiovaszkularis betegség, tobbek kozott az iszkémias
szivbetegség (ISZB) patomechanizmuséaban is szerepet jatszik. A nitro-oxidativ stressz
kdzponti molekulaja a peroxinitrit (ONOQO), ami szabadgytkoket formal, és ezaltal tovabbi
patoldgias reakciokban, koros enzimaktivacioban vesz részt. Aktivalja tobbek kozott S-
nitrozilacion keresztil a matrix-metalloproteindzokat (MMP). A peroxinitrit tovabba
nitrotirozint (NTyr) képez a szabad tirozin oldallancokkal, ami a nitrozativ stressz mérhetd
markere.
+« A matrix metalloproteinazok szerepe

A matrix metalloproteinazok kalcium- és cink-dependens endopeptidazok, melyek szerepet
jatszanak a tumor metasztazisok képzeseben, illetve gyulladasban és a kardiovaszkularis
betegségekben. A szivizomban legnagyobb mennyiségben el6forduld6 MMP-k a zselatindzok
koze tartoz6 MMP-2 és -9, melyeknek fontos szerepik van a miokardialis iszkémia/reperfizios

karosodasban. Kutatasok igazoljak, hogy a szérum MMP-2 jelezheti az infarktus méretét és a



kamrai diszfunkciéo mértékét ST-elevacios miokardialis infarktusban (STEMI). Az MMP-2 és
az MMP-9 aktivaldédasa nem csak proteolizis, hanem poszttranszlaciés médositasok Gtjan is
torténhet, amiben a peroxinitrit is nagy szerepet jatszik. A koszoriér betegségben szenvedd
egyenek kozott a szerum nitrotirozin és az MMP-2 és -9 aktivitasa k6zotti korrelacid még nem
ismert. Tovabb4, a szérum nitrotirozin, az MMP-k és a szérum lipid értékek kozotti korrelacios
kapcsolat nem egységes az irodalomban.

% Az eritropoetin- indukalt protektiv jelutak szerepe

Az eritropoetin (EPO) és hosszu féléletidejli analogja, a darbepoetin alfa (Dpa) az anémia
kezelésében hasznalatos gydgyszerek. Emellett az EPO egy pleiotrop citokin és EPO receptorok
(EpoR) talélhatok tobbek kozott a szivizomsejtekben is. Az oxidativ stressz indukélja a
heterodimer EPO receptorok (EpoR-RcR) kialakulasat, ezen keresztil pedig az EPO kiil6nb6z6
citoprotektiv jelutakat indit el, hozzajarulva igy a nitro-oxidativ stressz csokkentéséhez, es a
szivizom iszkémia elleni védelméhez. Tovabba az EPO csokkenti az MMP-2 és -9
expressziojat, igy képes megeldzni a kollagének és az extracellularis matrix degradaciojat az
iszkémias szivizomban.
+»» Nem-eritropoetikus EPO analdgok szerepe a miokardialis iszkémia ellen

Az EPO és a Dpa képes csokkenteni a miokardialis infarktus méretét és javitani a szivizom
pumpafunkciojat koronaria okkluziét kovetéen allatmodellekben. Az igéretes preklinikai
vizsgéalatokra alapozva az EPO-t és a Dpa-t klinikai kisérletekben is vizsgaltdk az AMI, illetve
a szivelégtelenseg kezeléseben. A klinikai vizsgalatokban azonban az EPO és a Dpa nem
csokkentette az infarktus méretét, tovabba olyan thrombotikus mellékhatasokat eredményezett,
amik az 0sszhaldlozast novelték a vizsgalt betegpopulacioban, feltehetden a hemopoetikus
aktivitas miatt.

Ezért kifejlesztettek olyan nem-hematopoietikus EPO analogokat, mint az
aszialoeritropoetin (aszialoEpo) vagy a karbamilalt EPO (CEPO), amik az EpoR-medialt
protektiv hatasokat meg6rzik a hemopoiézis indukalasa nélkil. Ezek az analdgok kizarolag a
heterodimer EpoR-RcR receptorhoz kétddnek, ami a protektiv jelutakat aktivalja, a homodimer
EpoR-hoz nem, ami a hemopoézist inditana be. Az aszialoEpo és a CEPO az EPO mddositott
analogjai, ezért potencialis antigenitasuk a klinikai gyakorlatban nem elhanyagolhaté. Ezzel
szemben Kis peptid analogok csokkenthetik az antigenitast és megfelel6 alternativak lehetnek

az EpoR-medialt kardioprotekcioban.



Célkitiizés

A fentiek ismeretében jelen kisérletiink célja

1)

2)

az ONOO - MMP jelut korrelacidinak karakterizaldsa elektiv PCl-ra kerilé egy-ér

koronaria betegekben a kovetkezok meghatarozasaval:

- a szérum nitrotirozin és az MMP-2 és MMP-9 aktivitasa kozotti korrelacio;

- a szérum lipidek (6ssz-, LDL- és HDL- Kkoleszterin; triglicerid) és a szérum nitrotirozin,
illetve az MMP-2 és MMP-9 aktivitasa kdzotti korrelacio;

- a szeérum nitrotirozin, az MMP-2, MMP-9 aktivitds és a bal kamrai ejekcids frakcio
(LVEF), mint a szivizomfunkcio markere kdzotti korrelacio;

- szérum nitrotirozin, és az MMP-2 és MMP-9 aktivitas killonbsége sztatin-naiv és sztatinnal
kezelt paciensek kozott;

- szerum nitrotirozin, és az MMP-2 és MMP-9 aktivitas kilonbsége nem dohanyzo és
dohanyzd paciensek kozott

- tovabbi korrelaciék a vesefunkcids paraméterek és a nitrotirozin szint, és az MMP
aktivitasok kozott.

az EpoR-medialt kardioprotekcio vizsgalata két Gj, szelektiv EPO receptor ligand peptiddel
(AF41676 és AF43136) AMI patkany modelljében a kovetkez6k meghatarozasaval:

- az EPO citoprotektiv hatasa izolalt neonatalis kardiomiocitakon

- az EPO és a Dpa infarktus méret csokkent6 hatasa in vivo

- anem-eritropoetikus hatasi AF41676 és az AF43136 molekulak infarktus méret csokkentd

hatésa in vivo.

Anyagok és madszerek

Az ONOO" és az MMP-k korrelacidinak karakterizalasa koszoruér betegekben

Betegpopuldcio és vérminta gyiijtés

A Kkisérlet sordn elektiv PCl-ra keriild egy-ér koronaria betegekb6l allo populaciot

vizsgaltunk. A kisérlet etikai engedély birtokaban, a paciensek irasos beleegyezésével tortent.

A bevalasztasi kritériumok a kovetkezOk voltak: 1) Il vagy Ill foku stabil angina pektorisz a

Kanadai Kardiovaszkularis Tarsasag osztalyozasa szerint, 2) Egy-ér koronaria betegség

angiogrammal meghatarozott >70%-0s szikiilettel. A Kritériumok alapjan 36 pécienst

vizsgaltunk. A PCI el6tt szivultrahang vizsgalat tortént a szivizomfunkciéo monitorozasara. A

PCI el6tt 5 perccel a paciensektdl vérmintat gyiijtottiink a rutin laborparaméterek és a



peroxinitrit szint, illetve az MMP-k aktivitasanak meghatarozasara. A PCI a femoralis artérian
keresztul, aszpirin és clopidogrel elékezelés utan tortént.

A rutin laborparaméterek meghatarozasa

A szérum 6ssz-, LDL-, HDL- koleszterin, a triglicerid, a kreatinin és az urea nitrogen szint
enzimatikus modszerrel az SZTE AOK Laboratoriumi Medicina Intézetében keriilt
meghatarozasra.

Az MMP-2 és az MMP-9 aktivitasanak mérése zselatin zimografiaval

Az MMP-2 és MMP-9 aktivitdsnak merése zselatin zimografiaval, vérszerum mintakbol
tortént. 8%-os poliakrilamid gélt zselatinnal kopolimerizéltattuk, és 40 ug fehérjét vittlink fel a
gél 1-1 zsebébe. A fehérjék elektroforetikus elvalasztasa utdn a géleket Triton X-100
detergenssel mostuk, majd 20 oran keresztil 37°C-on inkubaltuk az enzimek aktivitasahoz
sziikséges puffer oldatban. A géleket Coomassie-kékkel festettiik. Pozitiv kontrollként human
MMP-2 és MMP-9 tartalmu gyari standard elegyet hasznaltunk. Negativ kontrollként szérum
mintdkat tartalmazo kilon gélszeletet kalcium-keldtor jelenlétében inkubaltunk. A
zselatinolotikus aktivitas a géleken a sotétkék hattérben transzparens savként jelent meg. A
savok teriletét és intenzitasat értékeltik, az értékeket onkényes egységekben fejeztik ki.

A szérum nitrotirozin szint mérés ELISA modszerrel

A szisztémas peroxinitrit képzodés markereként a szérummintakbol a szabad nitrotirozin
szintet mértik ELISA mddszerrel. A mintékat deproteinizaltuk és nitrotirozin elleni antitesttel,
illetve nitrotirozin acetilkolin-észterazzal boritott plate-eken inkubaltuk egész éjszakan
keresztul, majd Ellmans-reagenssel reagéaltattuk. A szérum nitrotirozin szintet ng/mi-ben
fejeztlk ki.

A szivizomfunkcio mérése

A PCI el6tt a pacienseknél szivultrahang vizsgalat tértént GE Vivid 3 ultrahang készilékkel,

3,5-MHz-es transzducerrel. A felvételek standard apikalis és parasternalis, ket és négy uregi

nézetben késziltek. Az ejekcios frakciot Simpson médszerrel kalkulaltuk.

Az EpoR-mediélt kardioprotekcio vizsgélata

A kisérletek etikai engedély (US National Institutes of Health, No. 85-23, 1996) birtokaban
torténtek.
Allatok és tesztanyagok

A Kkisérletekhez him Wistar patkdnyokat (225-370 g) hasznaltunk. A tesztanyagokat (az
acetatos vivOanyaggal egylitt) az Affymax Inc. allitotta ¢l6 és bocsatotta rendelkezésiinkre,

kiveve az eritropoetint (Procrit®, Amgen, Inc.), a darbepoetin alfat (Aranesp®, Amgen



Europe), a B-tipusu natriuretikus peptidet (BNP; Sigma-Aldrich) és a ciklosporin A-t (CsA;
Sandimmun Neoral®, Novartis Hungaria).
A nem-eritropoetikus EPO receptor ligandok karakterizalasa

A két szelektiv EPO receptor ligand dimer peptidet (AF41676 és AF43136) az Affymax Inc.
szintetizalta és tesztelte az eldkisérletek soran. A tesztanyagok eritropoetikus aktivitasat a kulcs
aminosavak  modositasaval  csokkentették. Az  AF41676 aminosav  sorrendje:
(ACYACHYGPITNalVCQPPK)2-IDA (SS:C3-C12), az AF43136 aminosav sorrendje:
(ACLYLCRYGRVHNalECQPLRK)2-DIG (SS:C4-C13). Nal= naftilamin. Az EPO, a Dpa, az
AF41676 és az AF43136 EPO receptorhoz torténd kotédést receptor kotési modszerrel
vizsgaltak. Huméan EPO receptorokat (HUEpoR-Fc) inkubaltak a tesztanyagok kiilonboz6
higitasaival és 20,000 cpm 11 izotoppal jelzett EPO-val, majd EPO-elleni antitestekkel. Az
eritroid kolonia formal6 képesség vizsgalatdhoz human CD34" sejteket inkubaltak EPO, Dpa,
AF41676 vagy AF43136 jelenlétében és a tdbb mint 50 sejtet tartalmazo koldniakat szamlaltak.
Az eritropoézis stimulalé hatas vizsgalatahoz egy intravénas (iv.) dézis EPO-t (5000 U/Kkg),
Dpa-t (10 pg/kg), AF41676-ot (10 mg/kg), AF43136-ot (10 mg/kg) vagy vivéanyagot (5 ml/kg)
adtak normocitémias patkanyoknak. A retikulocita szdmot az anyagok beadasa elétt, illetve 5
nappal utana hataroztak meg.
Kisérleti elrendezés

Az EPO citoprotektiv hatasat szimulalt iszkémia/reperfizionak Kitett izolalt patkény
szivizomsejt kultaran vizsgaltuk. Ezt kovetéen négy kisérletben (kisérlet 1-4) vizsgaltuk az
infarktusmeret csokkenté hatasat az EPO-nak és az EPO analogoknak (Dpa, AF41676 és
AF43136) a reperfzio el6tt adva in vivo AMI patkany modelljében.
Az EPO direkt kardio-citoprotektiv hatdsanak vizsgalata

Ahhoz, hogy az EPO direkt, nem-eritropoetikus hatasat vizsgaljuk, ujszulott patkanyokbol
izolalt szivizomsejt kultdrakat 150 perc szimulalt iszkémianak, majd 120 perc szimulalt
reperfazionak tettlink ki, és kiilonb6z6 dozisa EPO-val (1, 10, 100, 500 U/ml) kezeltik. Pozitiv
kontrollként BNP-t hasznaltunk 10 M dozisban. A sejtelhalast az acetatos vivéanyaggal kezelt
csoporthoz viszonyitottuk.
Az EPO és az EPO analogok infarktus méret csokkentd hatdsdnak vizsgalata

Az in vivo Kkisérletekben (kisérlet 1-4) az allatokat véletlenszeriien csoportokba osztottuk és
a kisérletek alatt regisztraltuk a csoportokon belili 6sszhalalozést. Kisérlet 1: Az EPO-t 5000
U/kg bolus injekcidban adtuk 5 perccel a reperfzio el6tt intraperitoneélisan (ip.) vagy iv. annak
érdekében, hogy a két beadasi mod hatasat dsszehasonlitsuk. Pozitiv kontrollként a BNP-t

hasznaltuk 10 nmol/kg bolus+2 nmol/kg/perc iv. inflzidban 15 percig az iszkémia 25. percétol.



Az acetatos vivOanyagot, mint negativ kontrollt, 5 perccel a reperfuzié el6tt adtuk iv.
Kisérlet 2: Ahhoz, hogy a hosszt féléletidejii EPO analog Darbepoetin alfa d6zis-hatasat
vizsgaljuk, a Dpa-t az iszkémia 15. percében adtuk 2,5, 5, 15 és 25 pg/kg bolusban iv. A pozitiv
kontroll BNP-t és a negativ kontroll acetatos vivéanyagot a Kisérlet 1-gyel megegyez6 modon
adtuk. Kisérlet 3: Az AF4176 ddzis-hatasanak vizsgalatara a tesztanyagot 0,3, 1, 3, 10 és 20
mg/kg iv. bolusban 5 perccel a reperfizio kezdete el6tt adtuk. A pozitiv és negativ kontroll
anyagokat azonos modon adtuk, mint a Kisérlet 1-ben. Kisérlet 4: Az AF43136-ot két dozisban
teszteltlik, hogy a potencialisan hipotenziv hatasat vizsgaljuk. A tesztanyagokat 10 és 30 mg/kg
iv. bolus infuzioban adtuk 5 percen keresztil az iszkémia 25. percétél kezdve. A pozitiv kontroll
CsA-t (10mg/kg), és vivéanyagat (fiziologias sooldat), valamint az acetatos vivéanyagot a
tesztanyaggal azonos médon adtuk.
Szimulalt iszkémia/ reperflzio izolalt neonatalis szivizomsejt kultiran

Az Ujszilétt patkanyok sziveit izolaltuk és tripszin oldatban emésztettiik. A fibroblasztok
eliminicidja utdn a szivizomsejteket 24-lyukd plate-eken (10° sejt/cella), 1 ml novesztd
médiumban tenyészettiik és normoxias korilmények kdzott inkubaltuk (37°C, 95% leveg6 és
5% CO2 gazkeverék). A szoveti iszkémia eléidézésére hipoxias kamra (37°C, 95% N2 és 5%
CO2) és hipoxias oldat kombin&cidjat hasznaltuk 150 percen keresztiil. A sejteket EPO, BNP
vagy acetatos vivoanyag kezelésnek tettiik ki a hipoxia ideje alatt. A kezelést kdvetden 120 perc
reperfizid kovetkezett novesztdé médiumban és normoxids inkubatorban. A kisérlet végén
tripankék festéssel viabilitasi tesztet végeztiink. A sejteket Blrker kamraban szamoltuk és az
elhalt (kék) sejtek aranyat az 6ssz-sejtszam ismeretében hataroztuk meg.
Az akut miokardialis infarktus in vivo patkany modellje

A patkanyokat pentobarbitallal altattuk és Iélegeztettik. A kisérlet alatt a vérnyomast,
standard 3 végtagi EKG-t és a testhémérsékletet monitoroztuk. A hemodinamikai adatokat a
kisérlet elején, az iszkémia 29. percében és a reperfizio 120. percében regisztraltuk. A jobb
femoralis artériat kanilaltuk a tesztanyagok beadasa céljabdl. A mellkas megnyitasa utan a bal
lesz&ll6 koronariat 30 percre leszoritottuk (iszkémia), majd 120 perc reperfizio kovetkezett. A
reperfuzio vegén a sziveket izolaltuk, az infarktus meretét trifeniltetrazolium-klorid (TTC)
festéssel hataroztuk meg. A kiértékeléshez digitalis planimetrit hasznaltunk (InfarctSize™ 2.5
verzo, Pharmahungary, Szeged). A rizik6zdnat a bal kamra teriiletének aranyaban, az infarktus
méretét a rizikdzona aranyaban hataroztuk meg.
Statisztika

Az adatokat az atlag + standard deviacio (SD), illetve az atlag szorasa (SEM) értékekkel

fejeztiik ki, szignifikans eltérésnek a p <0,05 értékeket vettiik. A korrelacids analizis a Pearsons



korrelacios koefficiens, a bootstrap konfidencia intervallum és linearis regresszids analizis
segitségevel tortént. A kiilonboz6 csoportok Osszehasonlitdséra két mintés t-probét, illetve
varianciaanalizist (ANOVA) végeztink. A haldlozast Khi-négyzet probaval, illetve azt kovetd

Fisher-féle egzakt teszttel hataroztuk meg.

Eredmények
Az ONOO" és az MMP-k korrelacidinak karakterizalasa koszoruér betegekben
A szérum nitrotirozin és az MMP-2 és MMP-9 aktivitasa kozotti korrelacio

Az MMP-9 aktivitas pozitivan korrelalt a szérum nitrotirozin szinttel (r= 0,535, p=0,010);
mig a nitrotirozin és az MMP-2 aktivitasa kdzo6tt nem volt szignifikéns korrelacio.
A szérum lipidek és a nitrotirozin, illetve az MMP aktivitasok kdzotti korrelacio

A szérum 0sszkoleszterin, LDL- koleszterint és triglicerid szint pozitivan, (r= 0,582, p=
0,003; r= 0,552, p=0,008; r= 0,471, p= 0,023), mig a HDL- koleszterin negativan (r=-0,455,
p= 0,033) korrelalt a szérum nitrotirozinnal. A szérum MMP-2 aktivitas pozitivan korrelalt az
0ssz- és az LDL- koleszterin szinttel, (r= 0,550, p= 0,015 és r= 0,448, p= 0,028); habar a
triglicerid szint és a HDL- koleszterin szint nem mutatott szignifikans korrelaciét az MMP-2
aktivitassal. A szérum lipidek egyike sem korrelalt az MMP-9 aktivitassal.
A szivizomfunkcid és a nitrotirozin, illetve az MMP aktivitasok kozotti korrel&cio

A szérum nitrotirozin szint negativan korrelalt az ejekcids frakcidval (r=-0,548, p= 0,010).
Az MMP-2 aktivitas es az ejekcios frakcio nem mutatott korrelaciot, mig az MMP-9 aktivitas
szintén negativan korrelalt a szivizom funkcioval (r=-0,732, p=0,0002). A negativ korrelacio
arra utal, hogy a csokkent szivizom funkci6 emelkedett nitrotirozin szinttel és MMP-9
aktivitassal tarsul.
A szérum nitrotirozin, illetve az MMP aktivitasok a sztatinnal kezelt betegekben

A 36 vizsgalt paciens kozul 15 részesult sztatin kezelésben a kisérlet alatt. A sztatinnal kezelt
csoportban a szérum nitrotirozin szint szignifikansan alacsonyabb volt a sztainnal nem kezelt
(sztatin-naiv) csoporthoz képest (13,6 £ 5,1 ng/ml vs. 23,5 + 4,5 ng/ml; p <0,05). Az MMP-2
és az MMP-9 aktivitds nem mutatott szignifikans kilonbséget a sztatinnal kezelt es a sztatin-
naiv csoprtban.
A szérum nitrotirozin, illetve az MMP aktivitasok a dohanyzo betegekben

A kisérlet alatt 11 paciens volt aktiv doh&nyos, mig 17 péciens soha nem dohanyzott. A
szérum nitrotirozin szint nem volt szignifikansan kiilonb6z6 a dohanyzé és nem dohanyzo
csoportban. Az MMP-2 aktivitas szignifikdnsan emelkedett volt a dohanyzo paciensek

vérmintaiban a nem dohanyzokéhoz képest. (45,5 £ 8,5 vs. 22,4 + 4,6 Onkenyes egység;
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p <0,05). Az MMP-9 aktivitas nem volt szignifikansan kiilonb6z6 a dohanyzé és nem dohanyzo
csoportban.
A vesefunkcio és a nitrotirozin, illetve az MMP aktivitasok kozotti korrelacid

Mivel a rendlis diszfunkcié a koronaria betegsegek egyik komoly komplikacidja lehet,
vizsgaltuk a vesefunkcio és a peroxinitrit-MMP utvonal markerei kozotti korrelacidkat. A
szérum Kreatinin pozitivan korrelalt a nitrotirozinnal (r= 0,422, p= 0,036), azonban az MMP-2
vagy MMP-9 aktivitassal nem. Az urea nitrogén szint pozitivan korrelalt az MMP-9 aktivitassal
(r=0,423, p=0,035), azonban az MMP-2 aktivitassal vagy a nitrotirozin szinttel nem. A szérum

kreatinin negativan korrelalt az ejekcids frakcioval (r=-0,503, p=0,009).

Az EpoR-medialt kardioprotekcié vizsgalata
A tesztanyagok eritropoetikus aktivitasa

A tesztanyagok eritropoetikus aktvitasanak meérését az Affymax Inc. munkatarsai vizsgaltak
(Isd fent). Az EPO, a Dpa és az AF43136 nagy affinitassal, (ECso= 7, 12, 27 pM), mig az
AF41676 mérsékelt aktivitassal (ECso= 1240 pM) kotodott az EPO receptorhoz. Az EPO és a
Dpa a CD34" sejteket nagy hatékonysaggal differencialta eritroid prekurzor iranyban (ECso=
2, 14 pM), mig az AF41676 és az AF43136 esetében ehhez 3-4 nagysagrenddel magasabb
mennyiségre volt szilkség. A retikulocitézist (az eritropoézis markere) az EPO és a Dpa
szignifikdnsan stimuldlta az acetatos vivéanyaghoz képest (762+146, 1056+104 vs.
373+24,3x10°% p <0,05), mig az AF41676 és az AF43136 nem mutatott ilyen hatast (284+51,3,
286+57., x10°vs. 373+24,3x10°).

Az EPO hatésa a sejtelhalasra

Az EPO 100 U/ml ddzisban szignifikdnsan csokkentette az elhalt sejtek aranyat
(kbzel 16%-kal) a vivéanyaggal kezelt csoporthoz képest szimulalt iszkémia/reperfuzionak
kitett izolalt neonatélis szivizomsejt kulturan. A pozitiv kontroll BNP kozel 30%-Kkal
csokkentette az elhalt sejtek aranyét.

Az EPO hatésa az infarktus méretére és a hemodinamikara (Kisérlet 1)

Az EPO 5000 U/kg dozisban, a reperftizio kezdete elétt iv. adva szignifikansan csokkentette
az infarktus méretét (kozel 24%-kal) a vivOanyaggal kezelt csoporthoz képest, mig az ip.
beadasi mod kevéshé volt effektiv (kdzel 11%-0s, nem szignifikans infarktusméret-csdkkenes).
A pozitiv kontroll BNP kozel 47%-kal csokkentette az infarktus méretét a vivéanyaghoz képest.
A BNP szignifikansan csokkentette az artérias kdzépnyomast (MABP) az iszkémia alatt,
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viszont az EPO nem volt hatassal a MABP-ra. A tulélési ardnyban nem volt kilénbség a
csoportok kozott.
A Dpa hatasa az infarktus méretére és a hemodinamikara (Kisérlet 2)

A Dpa ddzis-hatas gorbéje 5 pg/kg esetében mutatott maximalis infarktus méret csokkentd
hatast a vivbanyaghoz képest. A Dpa infarktus méret csokkentd hatasa hasonl6 volt a pozitiv
kontroll BNP hatasahoz (mindketté esetében kozel 33%). A Dpa tobbi dozisanak hatdsa kdzott
nem volt szignifikans kilonbség a vivéanyaghoz viszonyitva. A BNP és a Dpa 5 pg/kg dézisa
szignifikansan csokkentette a MABP-t az iszkémia alatt, mig a Dpa 15 pg /kg dozisa a
MABP-t szignifikansan novelte a reperfizid végére a vivéanyaghoz képest. A tulélési aranyban
nem volt killénbség a csoportok kozott.

Az AF41676 hatasa az infarktus méretére és a hemodinamikara (Kisérlet 3)

Az AF41676 dodzis-hatds gorbéjen a 0,3, 1, 3 és 10 mg/kg dozisok szignifikansan
csokkentettéek az infarktus meretét, ezen belll is a 3 mg/kg volt a leghatékonyabb a
vivéanyaghoz képest (kdzel 46%-0s csokkentés). A BNP, mint pozitiv kontroll szignifikansan
csokkentette az infarktus méretét, kdzel 25%-kal. A BNP és a 10 és 20 mg/kg AF41676
csokkentette a MABP-t az iszkémia alatt a vivéanyaghoz képest. Az AF41676 20 mg/kg ddzisa
csokkentette a szivfrekvenciat az iszkémia 29. perceben és a 10 mg/kg ddzis csokkentette a
MABP-t a reperfuzid végén. Az AF41676 10 és 20 mg/kg atmeneti hipotenziv hatasa ellenére
a tulelésben nem volt kiillénbség a csoportok kozott.

Az AF43136 hatésa az infarktus meretére, a hemodinamikara és a talélésre (Kisérlet 4)

Az AF43136 10 mg/kg dodzisa szignifikansan csokkentette az infarktus meretét,
kozel 30%-kal, a vivoanyaghoz képest. A 30 mg/kg esetében az infarktus méret adatok nem
voltak megbizhatdak a magas haldlozas kovetkeztében kialakult alacsony elemszam miatt (n=
2). A pozitiv kontroll CsA szignifikdnsan csokkentette az infarktus meretét, kdzel 23%-kal, a
vivOanyagahoz képest. Az AF43136 30 mg/kg dozisa szignifikansan csokkentette a MABP-t
az iszkémia alatt, mig a 10 mg/kg novelte a MABP-t a reperfuzié 120. percében a vivéanyaghoz
képest. Az AF43136 30 mg/kg dozisa szignifikansan csokkentette az allatok tulélését a

vivéanyaghoz képest.

Diszkusszio
A kisérletek fo eredményeinek osszefoglaldasa

Jelen kisérletek célja az ONOO™ — MMP utvonal és az EPO receptor-medialt szignalizécios
utvonalak vizsgalata volt iszkemias szivbetegsegben. Kisérleteink soran a szérum nitrotirozin

pozitivan korrelalt az MMP-9 aktivitassal viszont az MMP-2-vel nem. Atfogé vizsgélatot
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készitettlink a szérum NTyr, az MMP-2, az MMP-9 és a lipid panel egyes komponensei kozotti
korrelécids kapcsolatokrol. Negativ korrelaciot taldltunk a NTyr, az MMP-9 aktivitds és a
szivfunkcid kozott. A sztatin kezelés vagy az aktiv dohanyzas hatassal volt a szérum NTyr
szintre, illetve az MMP-k aktivitasara. Végul korrelacids dsszefuiggéseket talaltunk a NTyr, az
MMP-k aktivitasa és a szivizom funkcid, illetve a vesefunkcios paraméterek kdzott.

Megerdsitettiik, hogy az EPO- indukalt citoprotekcid fliggetlen az eritropoetikus aktivitastol
szimulalt iszkémia/reperfizio esetében. Az EPO és a Dpa szignifikansan csokkentették az
infarktus méretét AMI in vivo patkany modelljében. A kisérlet f6 ujdonsaga, hogy az AF41676
dozis-fiiggd modon csokkenti az infarktus méretét, illetve az AF43136 is bir infarktusméret-
csokkent6 hatassal, azonban magasabb dozisanak sulyos, mortalitast novelé mellékhatésa jelent
meg.
A szérum nitrotirozin korrelacidja az MMP aktivitasokkal

Kiserletlinkben pozitiv korrelaciot talaltunk a szérum NTyr és az MMP-9 aktivitasa kozott,
a NTyr szint és az MMP-2 aktivitas viszont nem mutatott Kkorrelaciot. Ez alapjan
feltételezhetjiik, hogy a peroxinitrit aktivalja az MMP-ket humanban is. Az, hogy a peroxinitrit
és az MMP-2 aktivitads kdzott miert nem talaltunk korrelacidt, még nem teljesen tisztazott.
Egyik lehetséges magyarazat, hogy mig az MMP-9 nagy mennyiségben fordul ¢lé6 a
leukocitakban, addig az MMP-2 egy intracellularis enzim a kontraktilis szdvetekben, ami
tobbek kozott akut miokardialis iszkémia/reperfizid hatdsara szabadul fel. Jelen kisérletben a
vizsgalt paciensek még nem szenvedtek akut iszkémias karosodast a mintavétel idopontjaig.
A szérum lipidek korrelacioja a nitrotirozinnal és az MMP aktivitasokkal

A hiperlipidémia a kardiovaszkularis betegségek jol ismert rizikofaktora. Kiserletiinkkel
kimutattuk, hogy a NTyr pozitivan korrelél az 6ssz- és az LDL- koleszterin, illetve a triglicerid
szinttel, és negativan korrelal a HDL- koleszterinnel. Korabbi kisérletek szintén alatdmasztjak
kisérletliinkben az MMP-2 aktivitas és az 0ssz- €s LDL- koleszterin szint kdzo6tt pozitiv
korrel&cidt talaltunk, viszont az MMP-2 aktivitas és a HDL- koleszterin, illetve a triglicerid
szint kozott nem tudtunk korrelaciét kimutatni. Irodalmi ismereteink szerint eddig egyetlen
klinikai Kisérletben siker(lt negativ korrelaciot kimutatni a szérum MMP-2 aktivitas és a HDL-
koleszterin szint kdzott koronaria betegekben. Kisérletinkben az MMP-9 aktivitas és a lipid
panel értékei kdzott nem taléltunk korrelaciot. Ezzel szemben két korabbi kisérletben koronaria
betegekben az MMP-9 szint pozitivan korrelélt az LDL- koleszterinnel és a trigliceriddel, igaz

ezek a kisérletek az MMP-9 aktivitasat nem vizsgaltak.
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A szivizomfunkcio korrelacioja a nitrotirozinnal és az MMP aktivitasokkal

Kisérletiinkkel az irodalomban els6ként irtuk le, hogy a szivizomfunkcidé markere, a bal
kamrai ejekcids frakcid negativan korrelal a nitrotirozin szinttel koronaria betegekben. Ez
alapjan feltételezhetd, hogy a nitro-oxidativ stressz karos hatassal van a szivizomfunkciora,
melyet preklinikai kisérletek is alatamasztanak. Kimutattuk tovabba, hogy az ejekcios frakcid
negativan korreldl az MMP-9 aktivitassal, az MMP-2 esetében viszont nem talaltunk
korrelécidt. Korébbi kisérletek igazoljak, hogy az MMP-2 és az MMP-9 fehérje szérumszintje
korrelal az ejekcids frakcioval miokardialis infarktuson atesett, vagy szivelégtelenségben
szenvedo betegekben.
A nitrotirozin szint a sztatinnal kezelt paciensekben

A sztatinok az endogén koleszterinszintézis gatloi, melyek képesek csokkenteni a nitro-
oxidativ stresszt. Ezt alatdmasztando, kisérletiinkben csokkent nitrotirozin szintet talaltunk a
sztatinnal kezelt koronéria betegek szérumaban, viszont nem talalunk kulénbseget az sztatin
kezeléshez kapcsolodéan az MMP aktivitdsokban. Ezzel ellentétben korabbi Kkisérletek
kimutattak, hogy kéthdnapos pravastatin kezelés csokkenti az MMP-2 és az MMP-9 aktivitasat
koronéria betegekben.
Az MMP-2 aktivitas dohanyz6 paciensekben

Jelen Kkisérletiinkben az MMP-2 aktivitasa szignifikdnsan magasabb volt a dohanyzo
paciensek szérumaban, az MMP-9 aktivitadsaban viszont nem volt kiilonbség. Korabbi klinikai
kisérletekben az MMP-2 és -9 megnOvekedett génexpresszios szintjét, illetve magasabb
proMMP-2 és proMMP-9 fehérjeszintet talaltak dohanyzo paciensek verében, viszont ezekben
a kiserletekben az MMP-k aktivitasat nem mérték. Annak ellenére, hogy a cigarettafiist
tartalmaz peroxinitritet és peroxinitritképz6 agenseket, hozzajarulva ezzel a megnovekedett
nitro-oxidativ stresszhez, jelen kisérletinkben a peroxinitrit mennyisége nem kilénbdzott a
dohanyzd paciensek mintaiban a nem-dohanyzokéhoz képest.
A vesefunkcio korrelacioja a nitrotirozinnal és az MMP aktivitasokkal

Korébbi tanulmanyok alapjan a rendlis diszfunkcié hozzajarul a mortalitashoz miokardialis
infarktuson atesett betegekben. Annak ellenére, hogy urémiéds vagy sulyos bal kamrai
diszfunkcidban szenvedé betegek nem vettek részt jelen kisérletlinkben, a szérum kreatinin és
az ejekcids frakcid kdzott negativ korrelaciot talaltunk a vizsgalt populacidban. Tovabba pozitiv
korrelaciot mutattunk ki a kreatinin és a nitrotirozin szint, illetve az urea nitrogén és az
MMP-9 aktivitdsa kozott. Eredményeink alapjdn a megndvekedett nitrotirozin szint és az
MMP-9 aktivitas jelezhet kezd6dé rendlis diszfunkciot még a miokardialis infarktus kialakulasa

elott.
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Az EPO kardioprotektiv hatasa

Jelen Kisérletiinkben az EPO, az eritropoetikus hatasatol fliiggetleniil védo hatast mutatott
szivizomsejteken szimulalt iszkémia/reperfuzioval szemben. Ezen eredményeink megerdsitik
az EPO korabban igazolt citoprotektiv és anti-apoptotikus hatdsat szivizomsejteken. In vivo
kisérletlinkben az intravénasan beadott EPO cstkkentette az akut miokardialis infarktus méretét
az intraperitonealis beadassal ellentétben, patkany modellben. Korédbbi kisérletek az
intraperitonedlisan adott EPO infarktusméret-csokkent6 hatasar6l szamolnak be. Ezen eltér6
eredmények magyarazatai lehetnek a farmakokinetikai kilénbségek, illetve a kezelés
kiilonboz6 idében torténd alkalmazasabol szarmazo eltérések.
A Dpa dozis-fiiggd hatiasa AMI-ban

Az irodalomban elséként vizsgaltuk a Dpa dozis-hatas gorbéjét a reperfiizid elétt adva. Az
irodalomban a Dpa infarktusméret-csokkent6é dozisa meglehetésen széles tartomanyban mozog
(2,5-30 pg/kg). Kisérletink eredmenye alapjan a Dpa 5 pg/kg dozisa is elegendd az
infarktusméret csokkentéséhez AMI patkany modelljében.
Az AF41676 és az AF43136 kardioprotektiv hatasa

Jelen kisérletiink egyik 6 ujdonsaga, hogy a két uj, nem- eritripoetikus EPO receptor ligand
peptid, az AF41676 és az AF43136 csokkenti az infarktus méretét a reperfuzio elétt adva AMI
in vivo patkany modelljében. Az AF41676 széles ddzis spektruma bizonyult hatékonynak (0,3—
10 mg/kg). Annak ellenére, hogy az AF41676 magasabb dozisai (10 és 20 mg/kg) csdkkentettek
az artérias vérnyomast, nem befolyasoltak a tulélést. Ezzel szemben az AF43136 csdkkentette
az infarktus meéretét 10 mg/kg ddzisban, a magasabb dozis beadasat kovetéen viszont olyan
gyors vérnyomascsokkenést tapasztaltunk, amely szignifikansan novelte a letalitast. Az
AF41676 és az AF43136 az EPO receptorhoz kotddnek anélkiil, hogy az eritropoézist
stimulalnak, ezért feltételezhetéen az EpoR-medialt citoprotektiv jelutakon keresztil hatnak.

Korabbi kisérletekben a modositott EPO analégok (CEPO, aszialoEpo, vagy a

piroglutamat hélix B felszini peptid (P HBSP vagy ARA 290, mely az EPO béta lancanak 11
aminosavat tartalmazza) az EPO protektiv hatasait megtartottak eritropoetikus aktivitas nélkdl,
viszont potencialisan magasabb antigenitassal rendelkezhetnek. Ezzel szemben az AF peptidek
a linker molekulakon és diszulfidhidakon keresztul rendelkeznek az EPO receptorhoz nagy
komplementaritast felszinnel. Mindezen eredmeények alapjan az Aaltalunk vizsgalt nem-
eritropoetikus EPO analdg peptidek igéretes kardioprotektiv szerek lehetnek az akut
miokardialis infarktus kezelésében.
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Konkluzid
A Kisérletek Uj eredményei

Kisérleteinkkel az irodalomban elséként irtuk le, hogy (i) a szérum nitrotirozin korrelal az
MMP-9 aktivitassal, (ii) a szérum lipid paraméterek korrelalnak a nitrotirozin szinttel és az
MMP-2 aktivitassal, (iii) a szivizomfunkcio korrelal a nitrotirozinnal, az MMP-9 aktivitassal
és a kreatinin szinttel, valamint (iv) a kreatinin korreldl a nitrotirozinnal és az urea nitrogén
korrelal az MMP-9 aktivitassal egy-ér koronaria betegekben.

Kisérleteinkkel els6ként bizonyitottuk, hogy a nem-eritropoetikus EPO receptor ligand
peptidek, az AF41676 és az AF43136, csokkentik az infarktus méretét akut miokardialis
infarktus patkany modelljében.

Jovobeni tervek

Eredményeink alatdmasztjak, hogy a nitrotirozin és az MMP-2 és MMP-9 aktivitdsok
prediktiv vagy diagnosztikus értékkel birhatnak iszkémias szivbetegekben, és a nitro-oxidativ
stressz, illetve az MMP aktivitdsok csokkentése akar terapias lehetdséget is jelenthet. Ennek
érdekében atfogd, nagy elemszamud klinikai vizsgalatok sziikségesek. Tovabba, a nem-
eritropoetikus EPO receptor ligandok potencialis kardioprotektiv szerek lehetnek akut
miokardidlis infarktus kezelésében. Ehhez tovabbi kisérletek szlikségesek a szerek

biztonsagossagara és hatékonysagara vonatkozoan.
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Mint a fent megadott tudomanyos kézlemény elsé szerzéje kijelentem, hogy a kézirat

letrehozasahoz Dr. Kiss Krisztina a kévetkezdkkel jarult hozza:
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2) Szakirodalmazas a tudomanyos kézlemény publikalhatésaganak érdekében
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