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1. BEVEZETES

A szivelégtelenség (HF) egy sszetett klinikai szindroma, amelyben a funkcionalisan vagy szerkezetileg
sériilt sziv az egyre tobb terapias lehetéség ellenére sem képes fenntartani a megfeleld funkciot, tovabba
novekszik a szivelégtelenséghez kapcsolodo korhazi kezelések szama és halalozas is, ezaltal komoly
terhet rova az egészségiigyi rendszerre és a gazdasagra. A hipertonia a legfontosabb kockazati tényez6,
amely koros terhelési koriilményeket eredményez. A vérnyomas tartdos emelkedése miokardialis
atalakulast indukal, amelyet intersticialis fibrozis és kardiomiocita hipertrofia jellemez. Ezeket a
sejtvaltozasokat elGsegiti az oxidativ stressz és a kiilonb6z6 intracellularis jelatviteli utak aktivalasa.
Szamos tanulmany kimutatta, hogy a sejtek energiaellatasaért felelés mitokondriumok is karosodnak a
magas vérnyomas okozta kardialis remodellingben valamint szivelégtelenségben. Ezen sériilések
hatterében a reaktiv oxigén szabad gyokok (ROS) altal kivaltott mitokondrialis DNS -karosodasok
talalhatok, és maguk a mitokondriumok valnak az endogén ROS -termelés f6 forrasava. Ezen

patofizioldgiai tényezok hossza tava jelenléte végiil szivelégtelenséghez vezethet (1. abra).
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1. dbra Az oxidativ stressz szerepe a szivizom remodelldciojaban szivelégtelenség esetén

A szivelégtelenség kezelése a szamos terapias lehetdség ellenére kihivasnak tlinik napjainkban is. A f6
cél a kezelés soran az életmindség és a funkcionalis kapacitds javitdsa, valamint a korhazi felvétel
megel6zése és a haldlozas csokkentése. A terdpias lehetdségek fo csoportjat a béta-blokkolok, az

angiotenzin-konvertald enzim inhibitorok és a mineralokortikoid receptor antagonistak képviselik.
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E megkozelitések ellenére a szivelégtelenség prognozisa tovabbra is rossz, és a diasztolés
szivelégtelenség kezelésére még nincs bizonyitottan elonyds lehetdségiink. Ezért az 1j terapias
célpontok megtalalasa és 11j vegyiiletek fejlesztése rendkiviil fontos a szivelégtelenség kimenetelének

jovebeni javitasa érdekében.

1.1 Az intracellularis jelatviteli utak szerepe az oxidativ sejtkarosodas folyamataban és a
kardiovaszkularis remodellingben

Az oxidativ stressz soran a szabad gyokok termelése fokozodik, mikézben az endogén antioxidans
rendszer nem képes megfelelden védekezni elleniik. Ugy tiinik, hogy a ROS dontd szerepet jatszik a
kéros magasvérnyomas szivelégtelenségbe torténd progresszidjaban a kiilonboz6 transzkripcios
faktorok és jelatviteli utak aktivalasaval. A szivelégtelenséget kiilonb6z6 szivbetegségek, példaul magas
vérnyomas, kardiomiopatiak és szivbillentyl betegségek végsd kozos allapotanak tekinthetjiik.

A kardialis remodellinget molekularis, sejtes és intersticialis valtozasok jellemzik, amelyek klinikailag
a méret, a tomeg (hipertrofia és sorvadas), a geometria (a szivfal vastagsaga), a fibrozis és funkcio
valtozasaként nyilvanulnak meg a sziv sériilése utan. A sziv atalakitasa két nagy csoportra oszthato, a
fiziologiai és a patologiai remodellingre. A fiziologiai remodelling adaptiv hipertrofiaval jellemezheto,
¢és nem jar szivfibrozissal. Az adaptiv hipertréfia soran a foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3K) és a protein-
kinaz B (Akt) aktivalasa figyelhet6 meg. Az Akt-1 a prosurvival jelatviteli faktorokhoz tartozik, és
elésegitheti a fizioldgiai hipertrofiat, ugyanakkor gatolja a patologias hipertrofiat, amelyet foként a sziv
kollagén felhalmozodasa jellemez. A glikogén-szintidz-kindz-3 béta (GSK-3pB) az Akt-1 downstream
célpontja, és az Akt-1 a GSK-3p foszforilacidja révén kronikus stressz soran eldsegitheti a
szivizomsejtek tulélését szivelégtelenségben. Az Akt-1 és a GSK-3p fokozott foszforildcidja miatti
citoprotektiv hatast, a mitokondriumok szerkezetére és mitkodésére gyakorolt védo hatasuk kozvetiti.
Ezenkiviil az ERK1/2 is aktivalodik, amely a hipertrofias novekedésért felelés. Mivel az ERK1/2 tagja
a prosurvival jelatviteli faktoroknak, aktivalasa elony6s a sériilt szivizomban.

A magas vérnyomas rendellenes terhelési koriilményeket eredményez, ezaltal pedig a bal kamra
hipertréfidjanak kialakulasdhoz és végiil szivelégtelenséghez vezethet, ezen folyamatok dsszefiiggésben
allnak a TNF-a és az angiotenzin II termelédésével. A PKC és MAPK csalad tagjai, mint példaul az
ERK1/2, a INK és a p38 MAPK mind részt vesznek a kardialis remodellingben. Koztudott, hogy a
MAPK jelatviteli ut fontos szerepet jatszik a magas vérnyomas okozta kardialis remodelling és
szivelégtelenség patogenezisében. A MAPK koziil foként a p38 és a JNK a miokardialis fibrozis f6
szabalyoz6i. A MAP-kinazok aktivitasit a DUSP vagy MKP foszfatdzok szabalyozzak, amelyek
képesek defoszforilalni a MAPK-kat, és ily modon gatolni azok aktivitdsat. A szivizom hipertrofia
helyett a fokozott sejtpusztulas és az intersticialis kollagén felhalmozddasa valik egyre dominansabba.
A szivelégtelenséget az 1. tipusi kollagén fokozott lerakddasa jellemzi. A kamrai atalakulast a
kardiomiocita hipertrofia és a miokardialis kollagén kiterjedt lerakodasa hatarozza meg. A TGFp/Smad

jelatviteli ut szintén meghatarozo szerepet jatszik a kardialis fibrozis szabalyozasaban. A TGF-B/Smad
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jelatvitel aktivalasa elésegiti a miofibroblaszt képzddést és az ECM termelést, ami a sziv fibrotikus
atépiiléséhez vezet.

A szivelégtelenségben elengedhetetlen a megfeleld vérellatas biztositasa, amely koveti a bal kamra
hipertréfidjanak novekedését. Ha az angiogenezis iiteme nem megfelel, akkor a szivben 1évo
tapanyagok valamint oxigén kinalata és kereslete kozotti egyensuly felborulasa miatt a

szivelégtelenségbe torténd tranziciora keriil sor.

1.2 A mitokondriumok szerepe a kardialis remodellingben és a szivelégtelenségben

A mitokondriumok elsddleges feladata az oxidativ foszforilacio soran az ATP eléallitaisa ADP-bél, de
fontos szerepilk van az ionhomeosztazisban, szamos metabolikus utvonalban, a programozott
sejthalalban valamint a ROS termelésben. Az oxidativ foszforilaci6 a belsé mitokondrialis membranban
megy végbe, ahol a mitokondrialis elektronszallito lanc (ETC) lokalizalodik. Az ETC 4 komplexbdl all,
¢s ezek a komplexek felelések a mitokondridlis 1égzésért és az ATP generacidért, ezért
nélkiilozhetetlenek a megfelelé mitokondrilis és sejtmiikodéshez. A 1égzési lanc I-111. komplexe
kiemelkedé fontossaghh a ROS termelés szempontjabdl, ezért a mitokondriumok az endogén ROS-
termelés fO forrasava valhatnak. A mitokondriumok jelentés mennyiségii ROS-t tudnak eldallitani
kiilonb6z6 koéros koriilmények kozott, beleértve a hipoxiat, a mitokondrialis hiperpolariziciét és a
1égzési komplexek gatlasat.

A mitokondriumok sajat genommal rendelkeznek, (mitokondrialis DNS), amely a mitokondrialis
matrixban elhelyezkedd, kett6s szala kor alaki molekula. Az oxidativ stressz soran tobbek kozott a
mitokondrialis DNS sériil, ami elégtelen ATP -képz6déshez, a mitokondrialis funkcié romlasahoz és
végiil sejthalalhoz vezet.

A mitokondriumok dinamikusan valtozé organellumok, amelyek folyamatosan fuzids és fisszids
folyamatokon mennek keresztiil — ezt mitokondrialis dinamikdnak nevezik -, amelyek szabalyozzak a
mitokondriumok hosszat, alakjat, méretét és szamat. A mitokondrialis fzi6 soran két mitokondrium
Osszeolvad, ezzel szemben egy mitokondrium két mitokondriumra valé hasadasat mitokondridlis
fisszionak nevezik. A mitokondrialis fuziot a MFN1 és MFN2, valamint az OPA1 fehérjék kozvetitik.
Ezek a fehérjék szabalyozzak a kiilsé (OMM) és a belsé mitokondrialis membran (IMM) fuzidjat.

A mitokondrialis fissziot a DRP1 fehérje szabalyozza, mely altalaban a citoszolban lokalizalodik, és a
kiilsé mitokondrialis membranhoz transzlokalodik, majd az ott elhelyezked6 receptorokhoz
horganyzodik. A DRP1 gytirlis szerkezetet képez a mitokondriumok koriil, ami a membran sziikiiletét
eredményezi. Ezt kdvetden a GTP hidrolizise fokozza a membran sziikiiletét, és ezaltal meghatarozza a
mitokondrialis hasadas lehetséges jovobeli helyét. A DRP1-et szamos poszttranszlacios modositas
szabalyozza, ezek kozé tartozik a foszforilacid, ubiquitinacid, sumoilacid és nitrolizacio. A DRP1

fehérjének két 6 foszforilacids helyét azonositottak, amelyek a funkcidjanak modulalasdhoz vezetnek.

crer
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eziltal a késébbi mitokondridlis fragmentaciot indukdlja. A PKA altal szabalyozott DRP1%%%’
aktivitasat.

A mitokondrialis dinamika mellett a mitokondrialis minéségkontroll masik nagyon fontos része a
mitokondrialis biogenezis. A mitokondrialis biogenezis egyrészt a mar meglévé mitokondriumok
novekedését és elosztasat értjiik, amelyhez tarsul a mitokondriumok szamanak, méretének és tomegének
fokozott novekedése is. A legfontosabb szabalyozo faktor, amely szerepet jatszik a mitokondrialis
biogenezisben, a PGC-1a. A PGC-1a szabalyozasa szintén tobbféle mdédon valosulhat meg.

A mitokondrialis halézat alapvet6 szerepet jatszik az energia metabolizmusban és ezaltal a megfeleld
szivmiik6dés fenntartasaban. A mitokondrialis ultrastruktara, dinamika és miikodés rendellenességei
Osszességében az energiaellatas zavarahoz végsé soron pedig a szivelégtelenség kialakulasahoz
vezetnek (2. abra).

A fazios és fisszios folyamatok kozotti egyensuly felborulasa a mitokondrialis funkcié karosodasahoz
vezet. A fizids folyamatok csokkenése rendellenes kriszta szerkezet kialakulasaval, mitokondrialis
fragmentacioval és fokozott apoptdzisaval jar, mig a fokozott fisszid6 a mitokondrialis haldzat
fragmentalodasat eredményezi. A mitokondrialis ultrastruktira és dinamika valtozasai mellett a
mitokondrialis funkcié valtozasa, mint példaul a csokkent ATP termelés és a megnovekedett ROS
termelés, szintén megfigyelhetd a szivelégtelenség progressziojaban.

Szivelégtelenségben a hasadasi folyamatok keriilnek talstlyba, fragmentalt mitokondrialis halézatot
eredményezve, amely nem tudja ellatni azon funkcidjat, hogy energiat biztositson a sejtnek, ezaltal végiil
sejthalalt indukalva. A fisszios folyamatok egyik kapcsolodé jelensége a megnovekedett ROS termelés.
Ezen ismeretek felvetették annak a lehetGségét, hogy a mitokondriumok 1j terapias célpontok lehetnek
a szivelégtelenség kezelésében.

Ezaltal a mitokondrialis minéségkontroll farmakoldgiai modulacioja jotékony hatassal lehet a cellularis
stresszre, ily modon 1 terdpids megkozelités lehet a kiilonbozd szivbetegségekben, amelyeket az
oxidativ stressz okozta mitokondridlis karosodés jellemez. Ennek kovetkeztében keriilt figyelmiink
kozéppontjaba a BGP-15 molekula, amely kiillonb6z6 citoprotektiv hatdsai mellett eldsegiti a

mitokondrialis fuziét is.
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2. abra A mitokondriumok szerepe a szivelégtelenség progressziojaban

1.3 BGP-15

A BGP-15 (C14H22N402 - 2HCI; O- [3-piperidino-2-hidroxi-1-propil] -nikotinsav-amidoxim-
dihidroklorid) egy nikotinos amidoxim-szarmazék. A BGP-15 ischaemia-reperfuzios karosodas soran
véd az oxidativ stressz ellen, képes csokkenteni a mitokondrialis ROS termelést és gatolni a PARP-1
enzimet. A BGP-15 a szivelégtelenség transzgenikus egérmodelljében is megakadalyozza a
pitvarfibrillaciot. Ezenkiviil diabéteszes kardiomiopatia modellben jétékony hatdsa van a diasztolés
diszfunkciéra. Szab6é és mtsai. kimutattak, hogy a BGP-15 kezelés megvédi a tid6 szerkezetét a
pulmonalis artérias hipertonia modelljében. Ennél is fontosabb, hogy ez volt az elsd cikk, amely leirta,
hogy a BGP-15 el6segiti a mitokondrialis fuziot az Opal fehérje aktivalasa révén. Ezen igéretes
eredmények ellenére specifikus intracellularis célpontja még mindig ismeretlen, és a pontos
hatdsmechanizmus nem tisztazott.

Munkénk célja magas vérnyomas okozta szivelégtelenségben a BGP-15 kezelés hatdsanak vizsgalata
volt. Elsésorban olyan tényezdkre Gsszpontositottunk, amelyek szabalyozzak a remodelling folyamatait,
a miokardialis fibrozist és a kapcsolodo jelatviteli utak mintazatat. Ezenkiviil célunk volt, hogy tovabb
karakterizaljuk a BGP-15 mitokondrialis hatasait kronikus magas vérnyomas okozta szivelégtelenség
allatmodelljében és ,,in vitro” primer neonatalis patkany kardiomiocita (NRCM) sejtek alkalmazasaval.
Tanulmanyoztuk a BGP-15 hatasat a mitokondrialis mindségkontroll folyamataira, kiilonos tekintettel

a fuzids és fisszids folyamatokra, a mitokondrialis biogenezisre, valamint a mitokondrialis funkciora.
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2. CELKITUZESEINK

Munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk a BGP-15 hatasait kronikus magas vérnyomas indukalta

szivelégtelenség modellben és ,,in vitro” primer neonatal patkany kardiomiocita sejtkultira (NRCM)

alkalmazasaval.

1. Célunk az volt, hogy tanulmanyozzuk a BGP-15 hatasat a sziv szerkezetére és miikddésére.

2. Vizsgaltuk a BGP-15 kardialis remodellingben és a szivelégtelenség kialakulasaban fontos

szerepet jatszo jelatviteli utakra gyakorolt hatasat.
3. Célunk volt meghatarozni a BGP-15 kezelés hatasat a miokardialis fibrotikus folyamatokra.

4. Vizsgaltuk tovabba a BGP-15 hatasat a mitokondridlis fuzids és fisszios folyamatokra,

valamint a mitokondrialis biogenezisre.

5. Megprobaltuk tisztazni a BGP-15 szerepét a mitokondrialis funkciora stresszhelyzetekben.



3. ANYAG ES MODSZERTAN

3.1 Allatmodell

A kisérletekben 15 honapos him Wistar Kyoto (WKY) és spontan hipertonias patkanyokat (Charles
River Laboratories, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk. A kisérlet soran ketrecenként egy vagy két
allatot tartottak standardizalt koriilmények kozott, 12 oras sotét-fény ciklusban, szilard alji polipropilén
ketrecekben és kereskedelmi forgalomban 1év6 patkany tapot és vizet kaptak ad libitum. A kisérlet elején
7 SHR-t terminaltunk, mint kiindulasi csoportot (SHR-Baseline). Az SHR-eket véletlenszertien két
csoportra osztottuk: SHR-B és SHR-C. Az SHR-B csoportot BGP-15-tel, vizben oldva (25 mg/ttkg/nap,
n = 7) kezeltiink, mig az SHR-C csoport csak placeb6t (n = 7, SHR-C) kapott per os 18 hétig. A BGP-
15 az N-Gene Inc. (New York, NY, USA) ajandéka volt. Az ivovizbe adott BGP-15 adagolasa a napi
folyadékfogyasztas mennyiségére vonatkozd elézetes adatainkon alapult. WKY patkanyokat
hasznaltunk koregyeztetett normotenziv kontrollként (n = 7). Nem invaziv vérnyomasmérést végeztiink
minden allaton harom alkalommal a kezelési idészak 0., 9. és 18. hetében. A vérnyomas mérését a
korabban leirt, nem invaziv farok-mandzsetta modszerrel végeztiik. A 18 hetes id6szak elején és végén
echokardiografias méréseket végeztiink. A 18 hét végén az allatokat terminaltuk és vért vettiink, hogy
eltavolitasa utan megmértiik a kamrak stlyat. A sziveket a szovettani vizsgalatokhoz 10% formalinnal
fixaltuk, vagy fagyasztottuk a Western blot mérésekhez. A fibrotikus teriiletek kiterjedésének
kimutatasa érdekében a szOvettani mintakat Picrosirius vords szinnel festettiik és I. tipust kollagén
immunhisztokémiat is készitettiink. A TGFP, Smad2 és 3, Akt-1, GSK-3B é MAPK jelatviteli
molekulak foszforilacios allapotat Western-blottal hataroztuk meg. Kutatasunkban a kovetkezd
jeloléseket hasznaltuk az alkalmazott kezelés szerint: WKY: koregyeztetett normotenziv Wistar-Kyoto
patkanyok, SHR-Baseline: 15 honapos, spontan hipertonias patkanyok a kezelési idészak el6tt, SHR-C:
19- hoénapos, spontan hipertonids patkanyok a 18 hetes placebo-kezelés utan, SHR-B: 19 hoénapos,
spontan hipertonids patkanyok a 18 hetes BGP-15 kezelési iddszak utan.

3.2 Primer neonatal patkiany kardiomiocita (NRCM) sejttenyészet

A szivizomsejteket a Pierce ™ Primary Cardiomyocyte Isolation Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA #88281) segitségével izolaltuk 1-3 napos neonatal WKY patkdnyokbol. A sejteket normal
tenyésztési koriilmények kozott, (37 © C -on, 95% levegd és 5% COy) tenyésztettiik. A médiumot 2-3
naponta cseréltiik.

A kisérletek napjan a sejteket egyszer mostuk PBS-el és friss médiumot adtunk hozza, majd 150 uM
H.O-vel kezeltik 50 uM BGP-15 jelenlétében vagy a nélkiil fél oran keresztil. A kovetkezo

csoportokat hoztuk létre az alkalmazott kezelés szerint: Kontrollcsoport: sejtek minden kezelés nélkiil,



BGP-15 csoport: 50 pM BGP-15, fél oran keresztiil, H>O> csoport: 150 uM H>O; fél 6ran keresztiil,
H,O.+ BGP-15 csoport: 150 uM HO, és 50 uM BGP-15 fél oran keresztiil. A mitokondrialis
fragmentacio vizsgalatat fluoreszcens mikroszkoppal végeztik. A mtDNS karosodasanak
szamszertsitését real-time PCR-ral ellendriztikk. A mitokondrialis membranpotencialt JC-1 vizsgalattal
mértiik. Agilent Seahorse Extracellular Flux (XFp) Analyzer (Agilent Technologies, (Santa Clara, CA,
USA)) segitségével hataroztuk meg a NRCM sejtek mitokondrialis energiametabolizmusat és
milkodését. A citrat szintaz aktivitasat a Sigma Aldrich (MAK193) kit segitségével mértiik, a gyartd

utasitasait kovetve.
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4. EREDMENYEK

4.1 A BGP-15 javitotta a bal kamra miikodését, mérsékelte a bal kamra hipertréfidjat és
csokkentette a szivelégtelenség okozta plazma BNP szint emelkedést

1. tablazat. A BGP-15 kezelés hatdsa az echokardiogrdfids paraméterekre

WKY SHR-Baseline SHR-C SHR-B
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Atlag £ SEM Atlag + SEM Atlag + SEM Atlag + SEM

Septum 1.93+0.03 2.29+0.07%* 2.32£0.07%* 2.09 £ 0.08**
PW 1.90+0.04 2.06+0.06* 1.97 £0.08* 1.81+0.078
LVIDd (mm) 7.61+0.14 7.75+0.15 8.55+0.23%*# 8.31+£0.18%*
LVIDs (mm) 4.54+0.13 4.60+0.21 5.87 +£0.31%*# 5.19+0.32¢
LVEDV (ul) 310.25+12.85 323.07+14.59 402.40 +24.76%*# 377,19 + 17.37**
LVESYV (ul) 96.01+6.85 101.51£12.27 175.52 £22.46%%# | 137.23 + 16.46**$
LV témeg (MQ) 1029.81+43.84 1384.42+40.69%*  1587.38+106.36**#  1321.44 + 75.58**
EF% 70.48+1.12 69.59+2.41 57.21 + 3.02%*# 64.30 + 2,88
E/E' 30.45+2.00 30.32+2.98 40.414 2,944 25.71 +3.03%
BNP (pg/ml) 302.76+13.76 325.19+10.89 755.14+33.34"* 352.04+22.50°

Septum: a septum vastagsaga, PW: a hatso fal vastagsaga, LVIDd: bal kamra (LV) vég-diasztolés belso
atmeraje, LVIDS: LV vég-szisztolés belsé atmeéro, LVEDV: LV vég-diasztolés térfogat, LVESV: LV vég-
szisztolés terfogat, LV tomeg: a bal kamra szamitott tomege, EF: ejekcios frakcio, E: a korai diasztolés
toltés mitralis csucssebessége, E ': korai diasztolés mitralis gyiris sebesség, BNP: B tipusu
natriuretikus peptid. WKY: koregyeztetett normotenziv Wistar-Kyoto patkanyok, n = 7, SHR-baseline:
15 honapos, spontan hipertonias patkanyok, n = 7; SHR-C: 19 honapos, spontan hipertonids patkdanyok
placebot kaptak 18 heétig, n = 7; SHR-B: 19 honapos, spontan hipertonids patkdanyok 18 héten dt kaptak
BGP-15-6t, n = 7. *p <0,05 vs. WKY, ** p <0,01 vs. WKY, #p <0,05 vs. SHR-Baseline, ## p <0,01
SHR-Baseline, $p <0,05 vs. SHR-C, $sp < 0,01 vs. SHR-C.

4.2 A BGP-15 kezelés megakadalyozta az intersticialis kollagén lerakodasat

A patkanyok szivének bal kamrajanak szovettani festését Picrosirius voros festéssel (3. abra) és kollagén
I immunhisztokémiaval végeztiik, amelyeket a fibrozis mértékének ellendrzésére hasznaltunk. Kis
mennyiségl intersticialis kollagén volt lathatdo a WKY csoportban a Picrosirius voros festéssel (3. abra).
A fibrozis mértéke szignifikansan magasabb volt az SHR csoportokban a WKY csoporthoz képest (p
<0,05 SHR-Baseline vs. WKY; p <0,01, SHR-C ¢és SHR-B vs. WKY). A kronikus magas vérnyomas
indukalta szivelégtelenség tovabb fokozta a kollagén lerakodasat az SHR-C csoportban (p <0,01 vs.
SHR-baseline). A BGP-15 kezelés azonban szignifikansan csokkentette az intersticialis fibrozis
mennyiségét az SHR-B csoportban a nem kezelt hipertonias allatokhoz képest (p <0,01, SHR-B vs.
SHR-C) (WKY: 11,78 + 1,00%; SHR-baseline: 16,59 + 1,03%; SHR-C: 32,42 + 1,52%; SHR-B: 22,64
+ 1,09%).
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Hasonld megfigyelések tehetdk az I. tipusu kollagén immunhisztokémia esetében is. Kis mennyiségii
intersticialis kollagént figyeltiink meg a WKY csoportban (WKY:9,15 + 0,54%; SHR-baseline:15,45 +
0,69%; SHR-C:31,24 + 0,77%; SHR-B:19,92 + 0,72%). Azonban a hipertonias csoportok esetében a
kezdeti érték is magasabb volt, mint a WKY csoportban (p <0,01 vs. SHR-Baseline). Ez az emelkedés
a kezelési idOszak végére kifejezettebbé valt (p <0,01 SHR-C vs. WKY, SHR-Baseline csoportok). A
BGP-15 kezelésnek kdszonhetden az intersticialis kollagén lerakodas szignifikansan csokkent az SHR-
B csoportban az SHR-C csoporthoz képest (p <0,01). Megallapithatd, hogy a BGP-15 kezelés
szignifikansan csokkentette az intersticialis fibrozis mértékét a szivizomban.

A sziv bal kamrajabol Picrosirius vorossel festett szovettani metszeteket hasznaltunk a sejtatmérdk
vizsgalatara is. A kardiomiocitak atmér6je szignifikinsan megnétt az SHR csoportokban a WKY
csoporthoz képest (WKY: 16,02 + 0,64 um; SHR-alapvonal: 22,76 = 0,70 um; SHR-C: 33,86 £+ 1,82
um; SHR-B: 28,57 £ 0,57 um). Ez a kiilonbség az SHR-C esetében volt a legszembetiinébb (p <0,01
SHR-C vs. WKY). A BGP-15 kezelés szignifikansan alacsonyabb sejtatmérét eredményezett az SHR-
B csoportban az SHR-C csoporthoz képest (p <0,01; SHR-B vs. SHR-C).

w
«

w
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N
o

N
o

Fibrosis %
&
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WKY SHR-Baseline  SHR-C SHR-B

3. dbra A BGP-15 kezelés hatisa az intersticidlis fibrozis mértékeére, az I. tipusu kollagén
lerakodasadra és a kardiomiocitdak sejtatmérdjére. Reprezentativ szovettani metszetek Picrosirius voros
festéssel (n = 7). Scale bar: 150 um, nagyitas: 10-szeres. A metszetek denzitometriai értékelése lathatoa
grafikonon. * p <0,05 vs. WKY, ** p <0,01 vs. WKY, ## p <0,01 vs. SHR-Baseline, §§p <0,01 vs. SHR-
C. WKY: koregyeztetett normotenziv Wistar-Kyoto patkanyok; SHR-baseline: 15 honapos, spontdin
hipertonias patkanyok; SHR-C: 19 honapos, spontan hipertonias patkanyok, placebot kaptak 18 hétig;
SHR-B: A 19 honapos, spontan hipertonias patkanyok 18 hétig kaptak BGP-15-0t

4.3 A BGP-15 kezelés kedvezéen befolyasolta a TGF-B/SMAD jelatviteli utat az SHR
allatokban

A TGF-B szintje minden hiperténids csoportban szignifikdnsan megemelkedett a WKY csoporthoz
képest (p <0,05 SHR-B vs. WKY, p <0,01 SHR-baseline, SHR-C vs. WKY). Az SHR-C csoport
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esetében a kezelési idészak végére tovabbi novekedési tendenciat lehetett 1atni az alapértékekhez (NS)
képest. A BGP-15 kezelés azonban a TGF-f szint jelentds csokkenését okozta a kezeletlen SHR
allatokhoz képest (p <0,01 SHR-B vs. SHR-C), raadasul ebben a csoportban a TGF-f szint még
alacsonyabb volt, mint az SHR-Baseline csoportban (p <0,05, SHR-B vs. SHR-Baseline). A Smad2
foszforilacid esetében enyhe novekedést figyeltink meg az SHR-Baseline csoportban a WKY
csoporthoz képest, azonban ez az emelkedés nem volt szignifikans. A Smad25¢™®"6" foszforilacidja
szignifikdnsan emelkedett az SHR-C allatokban a WKY és a kiindulasi csoportokhoz képest (p <0,05).
A BGP-15 kezelés a Smad25™547 foszforilacios szintjének szignifikans csokkenését eredményezte a
kezelt csoportban (p <0,01 SHR-B vs. SHR-C). A csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség a

Smad35e2¥425 foszforilaciojaban.

4.4 A BGP-15 kedvezéen befolyasolta az Akt-1572 és a GSK-3p%" foszforilaciéjat

Az Akt-1%2"7 foszforilacio mérsékelt volt mind a WKYY, mind az SHR-Baseline csoportban. Az SHR-
C csoportban az Akt-1%¢"7 foszforilacioja kismértékben, de szignifikinsan emelkedett (p <0,01 SHR-C
vs. WKY ¢és SHR-Baseline csoportok). A BGP-15 kezelés azonban szignifikansan megnovelte az Akt-
15¢73 foszforilacidjat az SHR-B éllatokban (p <0,01 SHR-B vs. SHR-C csoport).

A GSK-3p%" foszforilaciés szintje alacsony volt a WKY csoportban, hasonléan az Akt-15¢“7
foszforilacidhoz. Az SHR-Baseline és az SHR-C csoportokban azonban enyhe, de nem szignifikins
novekedés volt lathatd. A GSK-3p%" legmagasabb foszforilacidjat az SHR-B csoportban mértiik. Ez az
emelkedés szignifikans volt mas SHR csoportokhoz képest (p <0,05 SHR-B vs. SHR-C, p <0,01, SHR-
B vs. SHR-Baseline csoport).

4.5 A BGP-15 csokkentette a MAPKSs aktivitasat

Az MKP-1 fehérje szintje alacsony volt a WKY ¢és az SHR-Baseline csoportokban, azonban jelentds
emelkedést figyeltink meg az SHR-C csoportban (p <0,01 SHR-C vs. WKY, valamint SHR-Baseline).
Az MKP-1 fehérje mennyisége tovabb nétt az SHR-B csoportban a BGP-15 kezelés hatasara (p <0,01
SHR-B vs. SHR-C). Az Erk1/2™"202/Ty204 fos7forilacio kevésbé volt kifejezett az SHR-C csoportban a
WKY csoporthoz és az SHR-Baseline-hoz képest (p <0,05 SHR-C vs. WKY). A BGP-15 kezelés
azonban szignifikins emelkedést okozott az Erk1/2T"20%T204 fos7forilaciojaban az SHR-C csoporthoz
képest (p <0,01 SHR-B vs. SHR-C). A p38-MAPKTM8ITYI82 ¢g 5 INK 8IS fos7forilacio szintje
alacsony volt a WKY és az SHR-Baseline csoportokban. A p38-MAPKT8ITYIE2 gq 5 JNK TMM8/Tyr18s
legmagasabb foszforilacios szintje az SHR-C allatokban volt lathato (p <0,01 SHR-C vs. WKY és SHR-
Baseline). A BGP-15 kezelés csokkentette a p38-MAPK T E0TYI82 og 5 INKTMSITYIES foszforilaciojat

is, ez a csokkenés szignifikans volt a INK"83¥TY185 esetében az SHR-C csoporthoz képest (p <0,01).
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4.6 A BGP-15 javitotta a mitokondrialis ultrastruktarat SHR allatokban

crer

metszetein. Az SHR-C allatok mitokondriumai morfologiailag heterogénebbek, eltéréek a WKY allatok
normal mitokondriumaitol, (n = 5 minden csoportbol, 3-5 blokk minden allatbol). A nem kezelt
hipertoénias allatokban (SHR-C) a mitokondriumok lazan helyezkedtek el a kontraktilis elemek kozott.
Az SHR-C csoportban a mitokondriumok krisztaszerkezete sériilt és megnagyobbodott intrakrisztalis
terek voltak megfigyelhet6ek, alakjuk megnytlt. Az SHR-B csoportban a mitokondrialis ultrastruktara
hasonl6 volt a WKY allatokhoz. A kezelt SHR allatokban (SHR-B) normalis, nagy ¢s kevésbé megnyult
mitokondriumokat lattunk, szorosan csomagolt krisztakkal és elektron-denz matrixszal.

Az TFM teriiletét elektronmikroszkopos felvételeken értékeltiik (~ 500 mitokondriumot/csoport). A

mitokondrialis teriiletek relativ gyakorisagat tetszéleges 0,3 um? intervallumokban vizsgaltuk (4. abra).

a b
60 OWKY 0,70 - §
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S 40 = 050 4
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g 5040 4
4 30 =
2 g 030 4
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Area intervals (um?)

4. dabra: Az interfibrillaris mitokondriumok szivelégtelenség okozta fragmentdcidja a szivizomban. a)
A mitokondrialis teriiletek relativ gyakorisaga minden tetszéleges teriiletintervallumban. (b)
Teriiletértékek az adott csoportokban (~ 500 mitokondrium/csoport). WKY: koregyeztetett normotenziv
Wistar-Kyoto patkanyok, SHR-C: nem kezelt spontdan hipertonids patkdanyok, SHR-B: spontdn
hipertonias patkanyok, akik BGP-15-0t kapnak 18 héten keresztiil. Az adatokat atlag + SEM -ként
Sejezziik ki. *p <0,05 vs WKY, §p <0,05 vs SHR-C).

4.7 A BGP-15 Kkezelés novelte a mitokondrialis fuzios fehérjék expresszios szintjét és
csokkentette a fisszids fehérjék expresszios szintjét az SHR allatokban

A mitokondridlis fuzids fehérjék vonatkozasdban Western -blot analizissel hatdroztuk meg az OPAI,
MFNI1 és MFN2 szintjét a szivizomban. Megfigyeltiik, hogy az OPAI1 szintje mérsékelten csokkent az
SHR-C csoportban a WKY csoporthoz képest (p <0,05 SHR-C vs. WKY). A BGP-15 kezelés azonban
az OPAL szint szignifikans emelkedését okozta az SHR-B csoportban (p <0,01 SHR-B vs. WKY, p
<0,05 SHR-B vs. SHR-C). Az MFNI1 fehérje szintje a vizsgalat végére szignifikansan megnétt a
hipertonias allatokban a kiindulasi szinthez képest (p <0,05 SHR-C és SHR-B vs. SHR-Baseline), Az
MFN2 fehérje szintje mérsékelten alacsonyabb volt az SHR-C csoportban, mint a WKY csoportban (p
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<0,05) és hasonld valtozasok figyelhetk meg az OPA1l esetében. Az SHR-B csoportban ezek a
paraméterek szignifikdnsan novekedtek a BGP-15 kezelés miatt a tobbi csoporthoz képest (p <0,01
SHR-B vs WKY, SHR-C).

Az Fisl ¢és DRPI fisszios fehérjék szintjét mind a total, mind a frakcionalt Western blot mintaban
meghataroztuk. A Fisl szintje emelkedett az SHR-C csoportban a WKY csoporthoz képest (p <0,05,
SHR-C vs. WKY). Ez az emelkedés azonban szignifikansan mérséklodott a BGP-15 kezelés miatt (p
<0,05 SHR-B vs. SHR-C). A DRP1 esetében a total szint szignifikansan csokkent a BGP-15 kezelés
miatt a tobbi csoportokhoz képest (p <0,01 SHR-B vs. WKY, SHR-C). Megmértik a DRPI
foszforilacios szintjét a Ser616 és Ser637 aminosavaknal is. A DRP15%1¢ g5 a DRP1%°¥ foszforilacidja
mérsékelt volt a WKY csoportban. Az SHR-C csoportban azonban a DRP1%®® foszforilacidja
szignifikansan magasabb volt (p <0,01 vs. WKY ¢és SHR-Baseline). A BGP-15 kezelés viszont
csokkentette a DRP 15 foszforilaciojat SHR-B csoportban (p <0,01 vs. SHR-C csoport). A DRP1¢%%7
foszforilacios szintjét tekintve szignifikans novekedést figyeltiink meg az SHR-C csoportban (p <0,01
vs WKY, SHR-Baseline). A BGP-15 kezelés tovabb novelte a DRP15%% foszforilaciojat SHR-B
allatokban (p <0,01 SHR-B vs. SHR-C).

A DRPI1 intracellularis eloszlasat is meghataroztuk. Megfigyeltiikk, hogy a DRP1 felhalmozodott az
SHR-C allatok mitokondrialis frakcidiban a normotenziv allatokhoz képest (p <0,01, SHR-C vs. WKY).

srer

(p <0,01 vs SHR-C), ezaltal magasabb koncentracidban megérizve a citoszolikus frakcidban.

4.8 A BGP-15 kezelés fokozta a mitokondrialis biogenezist SHR allatokban

A PGC-1a szint tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a WKY, az SHR-Baseline és az SHR-C
csoportok kozott. A BGP-15 kezelés azonban szignifikdns ndvekedést okozott a PGC-la
mennyiségében a nem kezelt hipertonias allatokhoz képest (p <0,01, SHR-B vs. SHR-Baseline ¢s SHR-
C csoport). Az AMPK™2 foszforilacié esetében az SHR-C csoportban szignifikans novekedést
figyeltiink meg az SHR-Baseline csoporthoz képest (p <0,01 SHR-C vs. SHR-Baseline). A BGP-15
kezelés jelentésen csokkentette az AMPK ™2 foszforilacidjat az SHR-C csoporthoz képest (p <0,01
SHR-B vs. SHR-C). A CREB*"* foszforilacidja mérsékelt volt a WKY csoportban, hasonléan az
AMPK™72 tapasztalthoz. A CREB®®3 foszforilacios szintje szignifikinsan megnétt az SHR-C
csoportban a baseline és a normotenziv allatokhoz képest (p <0,01 SHR-C vs. WKY). A BGP-15 kezelés
tovabbi novekedést okozott a CREB*® foszforilacidjaban a nem kezelt SHR allatokhoz képest (p
<0,05 SHR-B vs. SHR-C csoport; p <0,01 SHR-B vs. SHR-Basline). A legmagasabb VDAC fehérje
szintet a WKY csoportban figyeltiik meg. Ez a szint szignifikinsan alacsonyabb volt a hipertonias
csoportokban (p <0,01 WKY vs. SHR-Baseline, SHR-C és SHR-B). A kezelési idészak végére a VDAC
magasabb lett a baseline értékhez képest (p <0,01, SHR-C vs. SHR-Baseline). Tovabbi szignifikans
novekedést észleltiink az SHR-B csoportban (p <0,05 SHR-B vs. SHR-C).
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4.9 A BGP-15 kezelés hatiasa az NRCM sejtek mitokondriailis morfolégidjara

A mitokondrialis halozat valtozasainak vizsgalatahoz a MitoTracker Red CMXRos festési modszert
hasznaltunk. A BGP-15 6nmagaban nem volt hatassal a mitokondrialis halozat Gsszetettségére. Fonalas
mitokondrialis halozatot figyeltiink meg a Kontroll csoportban, a H,O; kezelés azonban jelentds sériilést
okozott a mitokondrialis halozatban. A H,O, altal indukalt fisszids folyamatok eredményeként a
mitokondrialis halozat degradalodasa volt megfigyelhetd, ami mitokondridlis fragmentacidhoz vezetett.
A BGP-15 kezelés megakadalyozta az oxidativ stressz indukalta mitokondrialis fragmentaciot és

megorizte a mitokondrialis hal6zat normal fonalas szerkezetét.

4.10 A BGP-15 kezelés novelte a fiazios fehérjék expresszios szintjét és csokkentette a fisszios
fehérjék szintjét az NRCM sejtekben

Meghataroztuk az OPAl, MFNI1 és MFN2 fehérjék szintjét az NRCM sejtek total Western blot
mintajaban. A BGP-15 kezelés 6nmagaban nem volt hatassal ezeknek a paramétereknek a mennyiségére
a nem stresszelt sejtekben a Kontroll csoporthoz képest. A H,O; kezelés az MFN1 és az MFN2 fehérjék
szintjének enyhe csdkkenését és az OPA1 szintjének enyhe emelkedését okozta, de ezek a valtozasok
nem voltak szignifikansak. A BGP-15 kezelés azonban szignifikans ndvekedést okozott az OPAL,
MFNI1 és MFN2 fehérjék mennyiségében a H,O; stresszelt sejtekben a kezeletlen H,O; csoporthoz
képest (p <0,05 H20-BGP15 vs H205).

Meghataroztuk a Fisl és a DRP1 fehérjék szintjét total és frakcionalt Western blot mintakban. A BGP-
15 kezelés kovekeztében nem talaltunk szignifikans eltérést a Kontroll csoporthoz képest. Az Fisl
szintje jelent6sen emelkedett a H,O, csoportban a Kontroll csoporthoz képest (p <0,01 HO; vs.
Kontroll). A BGP-15 kezelés tompitotta ezt a valtozast (p <0,05 H,0.-BGP15 vs. H,0, csoport). A
fisszios mediator DRP1 fehérje total szintje szignifikansan emelkedett a H.O; csoportban az oxidativ
stressz miatt (p <0,05 H,O, vs. Kontroll csoport). Azonban a Kontrollhoz hasonl6 értéket lehetett latni
a kezelt csoportban a HO: csoporthoz képest (p <0,05 H,O-BGP15 vs. H,O.csoport). A DRP1
foszforilaciojat Ser616 és Ser637 helyeken vizsgaltuk. Mindkét DRP1 foszfo-forma foszforilacioja
mérsékelt volt a Kontroll csoportban. A DRP15¢® foszforilacioja jelentésen megnétt a H.0, csoportban
(p <0,05 H,O, vs. Kontroll csoport). A BGP-15 kezelés azonban csokkentette a DRP15¢®
foszforilaciojat a stresszelt sejtekhez képest (p <0,05 H.0,-BGP-15 vs. H,0, csoport). A DRP1%¢%%7
foszforilacios szintjét mérve szignifikans csokkenést lehetett megfigyelni a H,O, csoportban a Kontroll
csoporthoz képest (p <0,01 H2O; vs. kontroll csoport). A BGP-15 kezelés szignifikansan fokozta a
DRP1%¥% foszforilacidjat (p <0,01 H20,-BGP15 vs. H,O.csoport).

Végiil megvizsgaltuk a DRP1 fehérje intracellularis eloszlasat. A DRP1 szignifikdnsan nagyobb része
volt megtalalhat6 a mitokondrialis frakcidjaban a H.O, csoport sejtjei esetében, mint a BGP-15 kezelt

csoportban. A DRP1 fehérje citoszolbdl a mitokondriumokhoz torténd transzlokacidja csokkent a BGP-
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15 kezelés hatasara, ezaltal magasabb DRP1 szintet eredményezve a citoszolikus frakcioban és

alacsonyabb koncentraciot a mitokondrialis frakcioban (p <0,01 vs. H2O csoport).

4.11 A BGP-15 kedvezéen befolyasolta a mitokondrialis biogenezis szabalyozasat az NRCM
sejtekben

Meghataroztuk a PGC-1a, a CREB és a VDAC szintjét az NRCM Western-blot mintaban. A BGP-15
kezelés nem volt hatassal ezekre a fehérjékre a nem stresszelt sejtekben a Kontroll csoporthoz képest.
A PGC-1a szint emelkedett a H,O, csoportban a Kontroll csoporthoz képest (p <0,01 vs. Kontroll). Ez
az emelkedés azonban sokkal markansabb volt a kezelt csoportban (p <0,01 H20>-BGP15 vs. Kontroll
és H,0; csoportok). A CREB"# foszforilacios szintje alacsony volt a Kontroll csoportban, azonban
szintje jelent6s ndvekedést mutatott a H,O, csoportban (p <0,01 H;0.vs. Kontroll). A BGP-15 kezelés
tovabb novelte a CREB**™ foszforilaciot (p <0,01, H,0,-BGP15 vs H,0, csoport). A VDAC szintje
kissé csokkent a H,O, csoportban a Kontroll csoporthoz képest (p <0,05 H.0- vs. Kontroll). Azonban a
BGP-15 kezelt csoportban szignifikinsan megemelkedett (p <0,01 H.0,-BGP-15 vs H,0; csoport).
Tovabba megvizsgaltuk a mitokondridlis DNS tartalmat a nuklearis DNS hez képest. A relativ
mitokondrialis DNS-tartalmat ,,valés idejii”” PCR-rel hataroztuk meg, COXI és COXIII primereket
hasznalva, nuklearis kodolast B-aktin génre normalizalva. A BGP-15 kezelés novelte a COXI és COXIII
gének relativ expresszios szintjét a H»O» csoporthoz képest (p <0,05 H.0-BGP-15 vs. H,O, csoport;
5.4bra).

A mitokondrialis biogenezis tanulmanyozasara egy széles korben elterjedt modszert hasznaltunk a citrat
szintdz aktivitisinak mérésével. A citrat szintaz aktivitdsa csokkent a hidrogén-peroxiddal stresszelt
csoportban a Kontroll csoporthoz képest (p <0,01 H.O, vs. Kontroll). A citrat szintdz aktivitasa
jelentésen novekedett a kezelés hatasara (p <0,01 H202-BGP-15 vs. H,O- csoport).

Végill megmértik a NADH-ubiquinone oxidoreduktdz NDUFsl alegységének és az Ubiquinol
Cytochrome ¢ Reductase fehérje UQCRC1 alegységének szintjét annak érdekében, hogy alatamasszuk
a BGP-15 mitokondrialis biogenezisre gyakorolt hatasaval kapcsolatos megallapitasainkat. Az NDUFs1
expresszios szintje jelentdsen csokkent a H»O, csoportban (p <0,01 H»O, vs. Kontroll). Hasonld
eredményt kaptunk az UQCRCI1 esetében is (p <0,05 H2O; vs. Kontroll). A BGP-15 kezelés azonban
nemcsak ezen csokkenés ellen védett, hanem jelentdsen novelte is az NDUFs1 és az UQCRC1 fehérjék

mennyiségét (p <0,01 H20,-BGP-15 vs. H,0, csoport).
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5. dbra A BGP-15 kezelés hatdsa a relativ DNS-tartalomra és a citrdt-szintdz aktivitdsra. Az elektron
transzportlanc IV komplex (COXI és COX1) relativ expresszids szintjét mutatjuk be. A citrat szintdz
aktivitasanak dsszehasonlitasa NRCM sejtekben. Kontrollcsoport: kezelés nélkiili sejtek, BGP-15
csoport: 50 uM BGP-15 0,5 oran keresztiil, H.O; csoport: 150 uM H>0,-t 0,5 ordn at, H,O,+BGP-15
csoport: 150 uM HyO és 50 uM BGP-15 0,5 oran at. Az értékek datlag = SEM (n = 4). ** p <0,01 vs.
kontroll, $§p <0,01 vs. H20, csoport.

4.12 A BGP-15 kezelés megorizte a mitokondrialis genomintegritast a ROS altal okozott
karosodasokkal szemben

A H:0; altal kivaltott oxidativ karosodas mtDNS-re gyakorolt hatasanak vizsgalatara ,,real-time” long-
range polimeraz lancreakciot (LRPCR) hasznaltunk. A BGP-15 kezelés onmagaban nem mutatott
szignifikans eltérést a Kontroll csoporthoz képest. A H,O; jelentés karosodast okozott az mtDNS -ben
(p <0,05 H202 vs. Kontroll), a teljes mitokondrialis genom amplifikacios rataja jelentésen csokkent. Ezt
a kedvezdtlen karosodast szignifikdnsan csokkentette a BGP-15 kezelés (p <0,01 H.O»-BGP15 vs.
H.0>).

4.13 A BGP-15 Kkezelés hatasa a mitokondriilis membranpotencialra (AY), valamint a
mitokondrialis oxigénfogyasztisra és az energiametabolizmusra NRCM sejtekben
oxidativ stressz soran

A BGP-15 mitokondrialis membranpotencialra gyakorolt hatasat a JC-1, egy fesziiltségre érzékeny
fluoreszkald mitokondrialis festék segitségével vizsgaltuk. A JC-1 voros fluoreszeenciat bocsat ki, ha a
mitokondrialis membranpotencial magas (aggregalt festék), mig a depolarizalt mitokondriumok zo6ld

fluoreszcenciat (monomer festék) bocsatanak ki. A Kontroll sejtekben a fluoreszcens mikroszkdpia erds
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voros fluoreszeenciat és gyenge zold fluoreszcenciat mutatott, ami azt jelzi, hogy a A¥Ym magas a
mitokondriumokban. A BGP-15 6nmagaban nem volt hatassal a mitokondrialis membranpotencialra. A
H>0, hatasara a mitokondriumok depolarizalodtak, ami gyengébb voros fluoreszcenciat és erdésebb zold
fluoreszcenciat eredményezett (p <0,01 H.O, vs. Kontroll). A NRCM-sejtekben a H,O,-BGP-15
csoportbhan a voros fluoreszcencia intenzitasa novekedett és a zold fluoreszcencia intenzitisa csokkent
a H.Oz-val kezelt sejtekhez képest (p <0,01 H.O,-BGP-15 vs. H;0,). Ezért a kvantitativ értékelés
kimutatta, hogy a BGP-15 kezelés csokkentette a mitokondridlis membran H>O; altal indukalt
depolarizacidjat, a A¥m hasonlo6 volt a kontroll sejtekéhez. A mitokondridlis energiametabolizmus és
légzéstunkcid meghatarozasahoz az Agilent Seahorse XFp Analyzer rendszert és az Agilent Seahorse

XFp Cell Mito Stress Test -t hasznaltuk (6. abra).
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6. dbra A BGP-15 kezelés hatdisa a mitokondridlis oxigénfogyasztdasra és az energia metabolizmusra
NRCM sejtekben, az Agilent Seahorse XFp késziilékkel meghatirozva. A mitokondridlis
energiametabolizmust a Seahorse XFp analizatorral mértiik. A tesztelés soran a NRCM sejteket 10 uM
oligomicinnel, 10 uM FCCP -vel és 5 uM rotenon/antimycin A -val kezeltiik. Az adatokat automatikusan
szamitottuk az Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test Report Generator szerint. (A)
Oxigénfogyasztas mértéke (OCR). (B) Bazalis légzés. (C) ATP -termelés. (D) Maximalis legzés. (E)
Tartalék légzési kapacitas. Kontrollcsoport: kezelés nélkiili sejtek, BGP-15 csoport: 50 uM BGP-15 0,5
oran keresztiil, H20z csoport: 150 uM H20; 0,5 oran at, H20.+BGP-15 csoport: 150 uM H202 és 50
uM BGP-15 0,5 oran at. Az értékek atlag = SEM (n = 4). *p <0,05 vs. Kontroll, §p <0,05 vs H20O;
csoport.
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5. KOVETKEZTETESEK

Munkank soran a BGP-15 kardioprotektiv hatdsanak vizsgélatara torekedtiink kronikus magas
vérnyomas okozta szivelégtelenségben. Tovabba célunk volt tisztdzni a BGP-15 hatasat a
mitokondrialis mindségkontroll kiillonbozé folyamataiban a hipertonia altal kivaltott
szivelégtelenség modellben ¢és in vitro hidrogén-peroxid altal indukalt oxidativ stressz
alkalmazasaval.

Tanulmanyunk {6 eredményei koz¢é tartozik, hogy igazoltuk, a BGP-15 kezelés pozitiv hatassal
van a szivmiikddésre és szerkezetre, mivel gatolja a profibrotikus jelatviteli utakat, ezaltal
magat a kardidlis remodellinget a magas vérnyomas indukalta szivelégtelenség
allatmodelljében. Ez a kardioprotektiv hatds a BGP-15 mitokondrialis hatasainak is
tulajdonithatd. A BGP-15 a mitokondrialis fuziot elésegité hatasa mellett gatolja a
mitokondrialis fisszioban szerepet jatszo tényezdket, és fokozza a de novo biogenezist stressz
szituacioban. Ezen hatdsok eredményeként a BGP-15 megdrzi a mitokondridlis szerkezetet és
az energiatermelést a hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ stressz soran, valamint a
szivelégtelenség in vivo modelljében is (7. abra).

Tovabba munkank soran el6szor mutattuk ki, hogy a BGP-15 kezelés megoérizte a
mitokondrialis ultrastrukttrat a fokozott mitokondrialis fizié és a csokkent fisszios folyamatok
révén, ezaltal pedig pozitivan befolyasolta a transzlokéacios folyamatokat a kronikus magas
vérnyomas okozta szivelégtelenség allatmodellben. Az in vivo modellhez képest hasonld
valtozasokat figyeltiink meg a primer patkany kardiomiocita sejttenyészetben is a fizios és
fisszios folyamatok esetében. A BGP-15 kezelés megdrizte a  mitokondrialis
membranpotencidlt és javitotta a mitokondrialis funkciét. A BGP-15 kezelés védte a
mitokondridlis genom integritasat és fokozta a mitokondriumok de novo biogenezisét hidrogén-
peroxid indukalta oxidativ stressz soran. Mindazonaltal ezen hatdsok pontos molekularis
mechanizmusa még mindig ismeretlen, de egyértelmii bizonyitékok vannak arra vonatkozdan,
hogy a BGP-15 molekulanak hatdsa van a jelatvitel fontos integrald pontjain bizonyos koros
folyamatokban. A lehetséges molekuldris mechanizmusok tisztdzasa érdekében a jovOben
tovabbi célzott vizsgalatokat sziikséges végezni.

Eredményeink azt mutatjadk, hogy a mitokondridlis dinamika farmakologiai modulalasa
cellularis stressz esetén 0j terapias megkozelités lehet olyan kiilonboz6 szivbetegségekben,

amelyeket az oxidativ stressz okozta mitokondrialis karosodas jellemez.
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7. abra: A BGP-15 kezelés feltételezett mechanizmusa hipertonia dltal indukdlt szivelégtelenség
modellben. A BGP-15 kedvezd hatdssal rendelkezik a magas vérnyomds okozta kardidlis
remodellingben és kardialis fibrozisban. A BGP-15 kezelés csokkenti a TGFf/Smad és a MAPK
jelawviteli faktorok aktivitdsat, ezaltal megakaddlyozza a magas vérnyomds indukadlta intersticidlis
kollagén lerakodast. A BGP-15 kedvezden befolydsolja a tulélést tamogato jelatviteli utakat. Ezenkiviil
a BGP-15 kezelés kovetkeztében a mitokondridlis biogenezis aktivalodik, ami a mitokondridlis tomeg
novekedését eredményezi. A BGP-15 noveli az OPAI és MFN1/2 fuzios medidtorok expresszios szintjét,

tovabba csdkkenti a DRPI és Fisl fisszios medidatorok expresszios szintjét.
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AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A BGP-15 kezelés hatasa a szivizom szerkezetére és miikodésére.

Kutatocsoportunk elséként igazolta, hogy a BGP-15 kezelés jotékony hatdssal van a

szivmlkodésre a magas vérnyomas okozta szivelégtelenségben.

A BGP-15 kezelés hatasa a kardialis remodellingben és szivelégtelenségben szerepet jatszo

jelatviteli utvonalakra.

BGP-15 kezelés kedvezden befolyasolja a remodellingben szerepet jatszo jelatviteli utak

aktivitast (Akt/GSK-3p, ERK1/2, INK, p38 MAPK).

A BGP-15 hatasa a miokardialis fibrotikus folyamatokra.

A BGP-15 kezelés a TGF-f/Smad jelatviteli utra gyakorolt kedvezé hatasa révén véd az

intersticialis kollagén felhalmozodas ellen.

A BGP-15 hatasa a mitokondrialis fazios és fisszios folyamatokra, valamint a

mitokondrialis biogenezisre.

A BGP-15 kezelés megdrzi a mitokondridlis ultrastruktrat a ROS altal kivaltott
mitokondrialis fragmentacioval szemben.

A BGP-15 noveli az OPA1 és MFN1/2 fuzidés mediatorok expresszids szintjét, tovabba
csokkenti a DRP1 és Fisl fisszids mediatorok expresszios szintjét a szivelégtelenség
allatmodelljében.

A mitokondrialis biogenezis fokozdodik a BGP-15 kezelés hatasara szivelégtelenségben.

A BGP-15 védi a mitokondrialis halézatot az oxidativ stressz indukalta mitokondrialis
fragmentéacioval szemben.

A BGP-15 noveli az OPA1 és MFN1/2 faziés mediatorok expresszios szintjét, tovabba
csokkenti a DRP1 és Fisl fisszios fehérjék expresszios szintjét oxidativ stressz esetén in
vitro NRCM sejtkulturaban.

A mitokondrialis biogenezis fokozodik hidrogén-peroxid indukalta oxidativ stressz esetén
a BGP-15 kezelés hatasira NRCM sejtekben.

A BGP-15 kezelés véd az oxidativ stressz indukalta mitokondralis DNS kéarosodassal

szemben.

A BGP-15 szerepe a mitokondrialis funkciora stressz szituaciokban.

A BGP-15 kezelés megdrzi a mitokondridlis membranpotencialt és javitja a mitokondridlis

funkciot.
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