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Roviditések jegyzéke

AC: adenilat-ciklaz

ACE: angiotenzin-konvertal6 enzim

Akt: jelatviteli protein, masnéven protein kindz B
AIF: apoptosis indukal6 faktor

AMI: akut myocardialis infarctus
anti-ADCYAP1R1: ADCYAP gén 1. tipust receptora elleni antitest
ARB: angiotenzin-II receptor blokkold

ATP: adenozin-trifoszfat

AUC: area under the curve = gorbe alatti teriilet
Bad: Bcl-2 asszocialt sejthalal (apoptosis) prométer
Bax: Bcl-2 asszocialt X, apoptosis regulator

Bcl: B-sejtes lymphoma fehérje

BK: bal kamra

BK-EF: bal kamrai ejekcios frakcio

BK-EDD: bal kamrai végdiastolés atmérd
BK-EDV: bal kamrai végdiastolés volumen
BK-ESV: bal kamrai végsystolés volumen

BNP: B-tipust natriuretikus peptid

BP: bal pitvar

BSA: bovin serum albumin = marha szérum albumin
CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

COX: ciklooxigenaz

CRP: C-reaktiv protein

CRT: krénikus reszinkronizacios terapia

Cx: arteria coronaria sinistra ramus circumflexus
DCM: dilatativ cardiomyopathia

ECM. extracellularis matrix

EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav

EF: ejekcios frakciod



ELISA: enzimhez kotott ellenanyag-vizsgalat

ERK: extracellularis szignal-regulalt kinaz

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GDF: novekedési-differencialodasi faktor

HbAlc: hemoglobin Alc

HDL: magas denzitasu lipoprotein

HFmrEF: kozepes ejekcids frakcidval jaro szivelégtelenség
HFpEF: megtartott ejekcids frakcidval jaro szivelégtelenség
HFrEF: csokkent ejekcios frakcioju szivelégtelenség
hs-cTn: magas szenzitivitasu kardialis troponin

ICD: implantalhato cardioverter defibrillator

ICM: ischemids cardiomyopathia

IFN-y: interferon-gamma

IL: interleukin

[PreC: ischemias prekondicionalas

[PostC: ischemids posztkondicionalés

I/R: ischaemia/ reperfuzio

ISZB: ischaemias szivbetegség

iv.: intravénas

IVC: vena cava inferior

JK: jobb kamra

JK-EDD: jobb kamrai végdiastolés atmérd

JNK: ¢c-Jun N-terminalis kinaz

JP: jobb pitvar

KO: ,.knock out” = transzgenikus, genetikailag modositott
LAD: left anterior descending coronaria = arteria coronaria sinistra ramus interventricularis anterior
LDL: alacsony denzitasu lipoprotein

MRNS: messenger riblonukleinsav

MAPK: mitogén-akitvalt protein kinaz

MCP-1: monocita kemotaktikus protein

MI: myocardialis infarctus



MI-BK-I: myocardialis infarctuson atesett bal kamra ischaemias régioja
MI-BK-NI: myocardialis infarctuson atesett bal kamra nem-ischaemias régioja
MRA: mineralokortikoid-receptor antagonista

MR-proADM: kozéprégios proatrialis natriuretikus pepid

NAD(P)H: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt formaja

NICM: nem-ischaemias cardiomyopathia

NT-proBNP: N-terminalis pro B-tipusu natriuretikus peptid

NYHA st.: New York Heart Assiciation= New York-i Kardiol6gus Tarsasag funkcionalis klasszifikacioja
szivelégtelenségben

Og: szuperoxid anion

PACI1 receptor: hypophysis adenliat-ciklaz aktivalo peptid (PACAP) szelektiv receptora
PACAP: hpophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
PACAP-27: PACAP 27 aminosavbol allé izoformaja
PACAP-38: PACAP 38 aminosavbol all6 izoformaja
PACAP-38-LI: PACAP-38-szerii immunoreaktivitas

PBS: foszfattal pufferolt s6oldat

PCI: perkutan coronaria intervencio

PKA: protein kinaz A

PLC: foszfolipaz C

PVDF: polivinilidén-difluorid

RCA: arteria coronaria dextra

RIC: ismételt ischaemias kondicionalas

ROS: reaktiv oxigén szabadgyok

SOD: szuperoxid-dismutaz

STEMI: ST-elevacioval jaré myocardialis infarctus

TG: triglicerid

TNF-a:: tumor nekrozis faktor-alfa

VIP: vazoaktiv intestinalis peptid

VPAC1, VPAC?2 receptor: PACAP ¢és VIP k6z0s receptorai

WMSI: wall motion score index= szemikvantitativ falmozgas index



1. Bevezetés

1.1. Hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) egy mulitfunkcionalis neuropeptid,
melyet 1989-ben birka hypothalamusbol izolaltak el6szor a hypophysisben kifejtett adenilat-ciklaz
aktivalo hatasa alapjan (Miyata et al. 1989). A vazoaktiv intestinalis peptid (VIP)/ szekretin/ glukagon
peptidcsalad tagja, két aktiv formaja ismert, egy 27 (PACAP-27), és egy 38 (PACAP-38)
aminosavbol felépiild izoforma, melyek a szervezetben 10%/90%-o0s aranyban fordulnak eld. A
molekula szerkezete konzervalt, az evolucios fejlddés soran csak 1-2 aminosav eltérés taldlhatd a
kiilonboz6 fajok kozott (Vaudry et al. 2009). Harom kiilonb6z6 G-protein kotott receptora ismert, a
PACAP specifikus PAC1 receptor valamint a VIP-del kozos VPACI, és VPAC2 receptorok (Vaudry
et al. 2009) (/. abra).

di il
AL

1. dbra: PACAP receptorok: szelektiv PACI receptor, és a VIP-del kozés VPACI és VPAC2

receptorok. PACAP: hypophysis adenilat-ciklaz akitvalo polipeptid, VIP: vazoaktiv
intestinalis peptid, PAC1: PACAP szelektiv receptora, VPACI-2: PACAP és VIP kozos
receptorai.

A PACAP t6bb molekularis bioldgiai titon képes hatést kifejteni. Az egyik ilyen utvonal az
adenilat-ciklaz (AC) — ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP) — protein kindz A (PKA) és mitogén-
akitvalt protein kindzokon (MAPK) keresztiili hatds, mely soran a PACAP gatolja a sejthalalt. Ez a
hatas egyrészt a proapoptotikus faktorok gatlasan keresztiil torténik, mint a c-Jun N-terminalis kindz
(JNK), az apoptosis indukalé faktor (AIF) és a p38 MAPK. Masrészt a PACAP csokkenti a Bel

csaladba tartoz6 Bad és Bax proapoptotikus faktorok aktivitdsat, és képes gatolni a



mitokondriumokban a citokrom c felszabadulasat is. Mas jelatviteli utakon keresztiil pedig képes
serkenteni tobb antiapoptotikus faktort, mint Bcl-2, extracelluléris szignal-regulalt kinaz (ERK1/2)
¢s Akt foszforilacigjat (2. abra). Ezen utvonalak egylittes miikddése all a citoprotektiv hatasok

hatterében (Vaudry et al. 2002, Somogyvari-Vigh és Reglédi 2004, Rdcz et al. 2007).

Bad

aktivitas

.
Citokrom-c

2. dbra: A PACAP hatasat kozvetité molekularis jelatviteli utvonalak.

1.1.1. PACAP dltalanos hatasai

A PACAP receptorain keresztiil szdmos hatast képes kifejtetni, mint a gyulladascsokkentd,
antiapoptotikus, antioxidans, valamint az ezeken keresztiil kifejtett neuroprotektiv, neurotrofikus,
altalanos citoprotektiv hatdsok. Részt vesz emellett az anyagcsere €és az endokrin rendszer
szabalyozasaban is. Legnagyobb koncentracioban az idegrendszerben ¢és az endokrin mirigyekben
fordul eld, igy elsdként ezen két rendszerben betoltott szerepét vizsgaltak (Reglddi és Tamdas 2016).
Tobb eredmény sziiletett a kiilonbdz6 neurotoxikus karosodéasokkal szemben kifejtett védd hatasaval
kapcsolatban (Reglédi et al. 2018a). gy felmeriil klinikai alkalmazhatésaganak lehetésége
Alzheimer-korban, Parkinson-korban (Yang et al. 2015, Pham et al. 2022), stroke-on atesett és
demenciaban szenvedo6 betegek esetében is (Nonaka et al. 2020). Késobb azonban szamos vizsgalat

indult a kiilonboz6 periférias szervrendszerekre, igy a cardiovascularis rendszerre kifejtett hatdsainak



feltérképezésére, melyek igazoltdk, hogy a PACAP pozitiv chronotrop, inotrop €s dromotrop
hatasokkal bir, mindemellett potens vazodialtator (Dvordakova 2005, Racz et al. 2008, Farnham et al.
2011, Vamos et al. 2014), felvetve ezzel annak lehetdségét, hogy a PACAP fontos szerepet tdlthet be
a kiilonboz6 cardiovascularis korképek kialakulasaban és progresszidjaban. Tovabba tobb tanulmany
igazolta a PACAP altalanos antiischaemids hatasat is az agyban (Reglddi et al. 2000, Lazarovici et
al. 2012, Reglddi et al. 2018b), kiilonboz6 retinat érintd betegségekben (Atlasz et al. 2010, Danyaddi
et al. 2014) és kiilonboz6 periférias szervekben, mint a vékonybél, vese és a maj (Ferencz et al. 20009,
Horvath et al. 2010, Ji et al. 2013, Reglodi et al. 2018b), hangsulyozva az altalunk vizsgalat

polipeptid jelentdségét az ischaemids eredeti korképekben.

1.1.2. PACAP hatdsai a vascularis rendszerre

A PACAP potencialisan vazodilatator funkcidjat tobbféle allatkisérletes modellen vizsgaltak.
Tekintettel az idegrendszerben kimutatott magas PACAP koncentraciora kezdetben a
cerebrovascularis rendszer keriilt a kutatasok kozéppontjaba. Ujsziilott sertéseken kimutattak a pia
kiilonb6z6 mechanizmussal képes kifejteni: egy ciklooxigenaz (COX) fiiggo ¢s egy COX fiiggetlen
utvonalon keresztiil (Lenti et al. 2007). Emellett patkany modellben is sikeresen kimutattak a PACAP
vazodilatator funkcidjat cerebralis és meningealis artéridkon egyarant (Boni et al. 2009, Syed et al.
2012). Neuroprotektiv hatasat a cerebrovascularis erek tagitasan keresztiil is képes kifejtent,
csokkentve ezzel az esetleges agyi ischaemia sulyos szovOdményeit. Tovabba egészséges
onkénteseknél alkalmazott intervénas (iv.) PACAP infizio altal okozott bdrreakciok vizsgalatakor
markans vazodilataciot, borpirt, 6démat és hypertermiat is detektaltak (Seeliger et al. 2010). A
PACAP erds vazodilatitor tulajdonsdga miatt szerepet jatszhat a migrén indukcidjaban is.
Szignifikdnsan magasabb plazma PACAP szinteket mértek migrénes egyéneknél az iktalis
periodusban a rohammentes idészakhoz képest. Emellett negativ korrelaciot talaltak a migrénes
roham id6tartama és a plazma PACAP koncentracio kozott (Tuka et al. 2013), valamint migrénes
pacienseknél sumatriptan infuziot kovetden jelentds PACAP szint csokkenés volt megfigyelhetd
(Hansen et al. 2013, Zagami et al. 2014). Mindezek alapjan kifejlesztettek egy specialis PAC1
receptor antitestet (AMG 301), mint potencialis migrén ellenes gyogyszer, melyet egy 12 hetes kettds-
vak fazis II. klinikai vizsgdlatban tanulmanyoztak, azonban nem talaltak szignifikans kiilonbséget
migrén profilaxis kapcsan a PACI receptor antitesttel és a placeboval kezelt csoport kozott (Reglodi

et al. 2018b, Rustichelli et al. 2020).



Nem csak a centralis, hanem a periférias ereken is vizsgaltdk a PACAP vazodilatator effektusat.
Kutatocsoportunk korabban patkdny carotis ¢és basilaris érpreparatumok vizsgalata alapjan
megallapitotta, hogy a PACAP feltehetdleg nagyobb hatassal bir a centralis artéridkon a
perifériasokhoz képest, tovabba ezen vazodilatator hatasa korfiiggd €s szdvetspecifikus (Vamos et al.
2014). Ugyanakkor PACAP-deficiens egerek carotis és femoralis artériajaban exogén PACAP és VIP
indukalta relaxacid vizsgalata soran a PACAP-deficiens egereknél szignifikansan nagyobb mértéki
relaxaciot detektaltak myograph hasznalataval a vad tipushoz képest. Mig PACAP-antagonista
adasakor teljesen megsziint a relaxacio (lvic et al. 2017). Mindezen eredmények alapjan

feltételezhetd, hogy fontos fiziologiai szerepet jatszik a vascularis tonus kialakitasaban.

Mind a centralis, mind a perifériads ereken kifejtett értagitd hatas alapjan felvetodott a kérdés,
vajon coronaridkon is képes-e a PACAP vazodilatitor hatast kifejteni. Coronaridk falanak
simaizomzataban PACAP receptorok jelenléte igazoldott (Chan et al. 2011), valamint 0jsziil6tt sertés
szivekben intravénasan adott PACAP hatasara coronaria vazodilataciot tapasztaltak (Ascuitto et al.
1996). Emellett human coronaria simaizomsejteken is kimutattdk a K* (ATP) és K * (Ca?")

csatornakon keresztiil kifejtett PACAP-indukalta vazodilataciot (Bruch et al. 1997).

1.1.3. PACAP receptor expresszio a cardiovascularis rendszerben

Az amegfigyelés, hogy direkt PACAP-infi1zi6 tachycardizal6 hatassal bir felvetette a kérdést,
hogy képes-e ez a peptid kdzvetlen hatast kifejteni a cardiovascularis rendszerre (Somogyvari-Vigh
és Reglédi 2004). Igy szamos kisérlet kozéppontjiba a receptorkutatis keriilt. Cardiomyocyta
sejtkulturaban dominans PAC1 receptor expressziot mutattak ki (Sano et al. 2002). Tengerimalachan
kimutattak a PACAP szelektiv PAC1 receptorokat az intrakardialis neuronokban, késébb pedig
izolalt cardiomyocytakban is (Chang et al. 2005). Egér myocardiumban a PAC1 receptor molekularis
variansainak kutatasa soran sikeriilt igazolni a PACI receptor jelenlétét, és vizsgaltadk receptor-
medialta hatasait (Ushiyama et al. 2006, Hoover et al. 2013). Tovabbi patkanyon végzett vizsgalatok
igazoltak, hogy a PACAP receptorok nem csak a pitvarban, hanem kamrai szivizomzatban is jelen
vannak (Wei et al. 1996). Hoover és munkatarsai kimutattak a PACI1 receptor messenger RNS-ét
(mRNS) egér szivbdl, és nem talaltak szignifikdns kiilonbséget a receptor expresszidban a pitvari
vagy kamrai, illetve bal vagy jobb szivfélbdl szdrmazd mintdk kozott. Ugyanezen vizsgalat
bizonyitotta, hogy a receptorok expresszioja fliggetlen a nyomasviszonyok valtozasatol (Hoover et
al. 2013). Bar az el6bb emlitett allatkisérletek eredményei tamogattak azt a feltételezést, miszerint a
PACAP képes kozvetlen hatast kifejteni a cardiovascularis rendszerre, azonban napjainkban csak

nagyon kevés humén adat 4ll a rendelkezésiinkre a PACAP direkt kardialis hatasait illetden. Els6ként
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izolalt huméan myocardialis trabekuldkbdl sikeriilt kimutatni mindharom PACAP receptor mRNS-¢t.
Nem csak pitvari, hanem bal kamrabo6l szarmazo6 mintakat is vizsgaltak, és mindkét esetben jelentds
receptor-specifikus mRNS expressziot detektaltak (Saetrum et al. 2001). Molekularis bizonyitékkal
rendelkeztiink mar arr6l, hogy a cardiomyocytdk expresszaljdk a PACAP receptorokat, azonban
pontos elhelyezkedésiikrol keveset tudtunk. A PACI1 receptor pontosabb feltérképezésére
kutatocsoportunk egy korabbi vizsgalat soran ischaemias szivbetegség vagy billentylibetegség miatt
extracorporalis szivmitétre keriild6 betegek szivizommintdjat tanulmanyozta. Az extracorporalis
keringés elinditdsdhoz sziikséges jobb pitvari fiilcse kaniildlasa soran szdvetmintat vettlink,
hematoxilin-eozin festett metszeteket készitettiink, tovabba ezekkel paralel metszetekb6l PAC1
receptor immunhisztokémiat végeztiink. Mig az immunfluoreszcens jelolés kimutatta a PACI
receptor jelenlétét a szivizomsejteken, az endokardialis kdtdszovetben nem talaltunk PAC1 receptor

expressziot (Szanto et al. 2012).
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3. dbra: PACI receptor vizsgalata jobb pitvari fiilcsébol szarmazo szivizommintabol.
A) hematoxilin-eozin festett metszett. B) PAC1 receptor immunhisztokémia képe (Szdnto et
al. 2012).

Mindezen eredmények igazoltak, hogy a cardiomyocytak jelentds PACI1 receptor expressziot
mutatnak, mely receptorokat a szivizomzatot innervald idegvégzddésekbdl felszabadult vagy az
extrinsic forrasokbol szarmazé keringésben cirkulald PACAP képes aktivalni (Hoover et al. 2013).
A vérben keringd PACAP eredete pontosan nem ismert, azonban legvalosziniibb forrasnak az
idegrendszert és az endokrin mirigyeket tekinthetjiik, ahol a legmagasabb koncentracioban mutattak

ki a PACAP jelenlétét (Reglodi és Tamas 2016).
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1.1.4. PACAP kardioprotektiv hatdsa az ischaemids karosoddssal szemben

A PACAP az ischaemiaval és kdvetkezményes oxidativ stresszel szemben antiapoptotikus és
antioxidans hatésain keresztiil védo hatést fejt ki €s kardioprotektiv szerepe van (Rdcz et al. 2008,
Roth et al. 2009). Kutatdcsoportunk izolalt cardiomyocyta sejtkultiran ischaemia/reperfizios
karosodas okozta apoptosissal szembeni PACAP védohatast mutatott ki. Hatvan perces ischaemia,
majd 120 perces reperfuziot kovetéen PACAP kezelés hatidsara csokkent sejthalalt, fokozott
cardiomyocyta talélést detektaltak. Mindezen hatdsat a kiilonb6z6 proapoptotikus utvonalak gatlasa
(Bad, caspase-3), illetve antiapoptotikus utak (Bcl-xL) aktivalasa révén fejtette ki (Rdcz et al. 2008).
Egy masik kutatdis a PACAP kezelés ¢és a prekondicionalas védo hatasat vizsgalta
ischaemia/reperfuzid-indukalta cardiomyocyta apoptosisban. Mindkét esetben szignifikansan
emelkedett sejttulélést és jelentds kardioprotektiv hatést tapasztaltak, azonban a két modszer hatasa
nem bizonyult additivnak (Roth et al. 2009). Alston és munkatarsai egér modellben a bal coronaria
eliilsé leszalld aganak (LAD) ligatirdjaval létrehozott mesterséges akut myocardialis infarctus
kapcsan vizsgaltdk a szimpatikus idegaktivitdst és PACAP immunoreaktivitdst. A bal kamra
immunorekativitast detektaltak a bal kamra szabad falan, a denervalt infarctusos régidhoz lokalizalva.
PACAP aktivitast igazoltak az extracellularis matrixban, myocytakban és a macrophagokban is. A
szimpatikus aktivitast €szleltek. Azonban ebben a régioban nem tudtak PACAP immunoreaktivitast
kimutatni. Mindezen eredmények arra utalnak, hogy a PACAP fontos szerepet tolthet be a kardialis
¢és neuronalis remodellingben ischaemia/reperfuzios karosodast kovetden (Alston et al. 2011). Az in
vitro ¢€s allatkisérletes eredmények alapjan — melyek a PACAP ischaemiés karosodasokkal szemben
kifejtett kardioprotektiv hatdsat igazoltak — felmeriil a kérdés, hogy milyen szerepe lehet a PACAP-

nak a humén cardiovascularis korképekben (4. 4bra).
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Ischaemias karosodasok

o ] L

PACAP hatasai \
in vitro vizsgialatok allatkisérletek human vizsgilatok
e ischaemia/reperfuzio * LAD-ligatara *  szivmiitét — jobb pitvari
indukélta apoptozis akut myocardialis infarctus fiilesébdl szivizomminta
} proapoptotikus faktorok * infarctusos régio: denervalt, szoveti PACAP szintek
% antiapoptotikus faktorok f PACAP-38 expresszié bal
kamra szabad falan (myocitdk,  ISZB > billentyiibetegség
| sejthalal ECM, makrofégok) (Szanté et al. 2012)
4 cardiomyocyta talélés * peri-infarktus régid: intakt
1degek, PACAP-38 expresszid
(Récz et al. 2010, Réth et al. nem mutathato ki

2009)
kardialis remodellingben

betoltott szerep
(Alston et al. 2011)

4. abra: A PACAP ischaemias karosodasokkal szemben kifejtett védohatasainak
osszefoglalasa az eddigi irodalmi adatok alapjan. LAD: arteria coronaria sinistra ramus

interventricularis anterior, ECM: extracellularis matrix.

Kutatocsoportunk kordbban human pitvari fiilcsébdl szdrmaz6é mintdkban szignifikdnsan
magasabb PACAP-38 ¢és PACAP-27 szinteket detektalt az ischaemias szivbetegeknél a
billentylibetegekhez képest (Szanto et al. 2012), mely eredmények szintén alatdmasztjdk a PACAP
ischaemias karosodassal szemben kifejtett védOhatasanak elméletét (4, 5. abra). Tekintettel arra, hogy
mintaink a jobb pitvari fiilcsébdl szdrmaztak, olyan betegeket valogattunk be korabbi vizsgalatunkba,
akik ismert pitvari pathologiaval (pl. pitvarfibrillatio) nem rendelkeztek, ezzel is kizarva az esetleges
befolyasold tényezoket. Szamos allatkisérlet bizonyitotta, hogy a PACI receptor expresszidja
fiiggetlen a sziviiregekben mérhetdé nyomasviszonyoktol, tovabba a pitvarok és kamrak és a jobb -
bal szivfél kozott sem taldltak érdemi kiilonbséget (Wei et al. 1996, Hoover et al. 2013). igy
feltételezhetd, hogy a szoveti PACAP szinteket sem befolyasoljak ezen tényezok.
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5. dbra: Extracorporalis keringéses szivmiitét soran gyujtott human szivizommintak vizsgdlatanak
osszefoglalo abrdja. Szovettani vizsgalatok soran kimutattuk a PACI receptorok jelenlétét a
cardiomyocytak felszinén. Radioimmunoassay modszerrel meghataroztuk a szivizommintak szoveti
PACAP-27 ¢s PACAP-38 szintjét, melynek soran ischaemias szivbetegeknél (ISZB) szignifikansan
magasabb PACAP szinteket detektaltunk a billentyiibetegekhez képest (Szanto et al. 2012).

1.1.5. PACAP kardioprotektiv hatdsa szivelégtelenségben

A PACAP kardioprotektiv hatdsat eldszor Sano és munkatarsai 2002-ben vetették fel, amikor
igazoltdk, hogy a PACAP fibroblastokban szelektiven gatolja a DNS ¢€s protein szintézist és ezaltal
csokkenti a myocardialis fibrosist, ugyanakkor myocardialis sejteken ilyen hatast nem fejt ki (Sano
et al. 2002). Korabbi tanulmanyok eredményei alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP elsésorban
olyan cardiovascularis korképek progresszidjara képes hatast kifejteni, melyek kialakuldsdban az
oxidativ stressz és az apopt0sis fontos szerepet jatszik, mint pl. a szivelégtelenség vagy az ischaemias
szivbetegség (Reglodi és Tamas 2016). Irodalmi adatok szerint a PACAP effektiven védi a
cardiomyocitdkat az oxidativ stressz altal okozott apoptosistol. Ezen hataséat izolalt sejtkultiran
bizonyitottdk, ahol PACAP kezelés hatdsara szignifikdnsan alacsonyabb caspase-3 aktivitast,
valamint szignifikansan magasabb antiapoptotikus Bcl-2 és foszfo-Bad expressziot irtak le (Gasz et
al. 2006a, 2006b). Ugyanezt az antiapoptotikus hatast endothelialis sejteken is kimutattak, ahol
PACAP kezelés szignifikansan csokkentette a proapoptotikus JNK és p38 MAP-kinaz aktivitasat

oxidativ stressz koriilményei kozott (Racz et al. 2007).
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A doxorubicin 4altal okozott kardiotoxicitds patofiziologiai alapja a mitokondridlis
antiapoptotikus ttvonalak szupresszidja €s a proapoptotikus bax és caspase-3 utvonalak fokozott
expresszidja (Mori et al. 2010). A szivizomsejteken megtalalhaté PACI receptoron keresztiil PACAP
hatasara a Bax és caspase-3 utvonalak inaktivacidja kovetkezik be, mely végso soron kardioprotektiv

hatast eredményez a doxorubicin kardiotoxikus hatasaval szemben.

A szivelégtelenség egyik klasszikus allatkisérletes modelljében, doxorubicinnel indukalt
cardiomyopathidban vizsgaltadk a PACAP hatasat a betegség progresszidjara. PACAP-deficiens
(heterozigdta ¢s homozigéta) egerekben a doxorubicin altal indukalt szivelégtelenség sulyosabb
lefolydsu volt, mint a vad tipusban. A PACAP-deficiens egereknél echocardiographiaval sokkal
sulyosabb bal kamra dilatacid és szignifikansan alacsonyabb systolés bal kamra funkci6 igazolodott,
valamint mortalitasuk is jelentdsen magasabbnak bizonyult a vad tipust egerekhez képest. PACAP
hianyaban szignifikdnsan magasabb — a patofiziologiai folyamatban jelentds szerepet jatszd — reaktiv
oxigén gyok szinteket, s ennek kovetkeztében sokkal sulyosabb DNS kérosodast, illetve apoptotikus
sejtkarosodast detektaltak. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az endogén PACAP-nak kardioprotektiv
hatésa van a doxorubicin indukalta szivelégtelenségben. Ugyanebben a modellben intraperitonealisan
adott exogén PACAP a heterozigota PACAP-deficiens egerekben csokkentette az
elektronmikroszkoppal kimutathaté myofibrillaris karosodast a placebo kezeléshez képest, bar az
oxidativ stressz és tulélés tekintetében nem eredményezett szignifikans javulast (Mori et al. 2010).
Egy hasonld citosztatikummal végzett masik vizsgalatban igazoltdk, hogy a PACAP véd a
mitoxandron kardiotoxikus hatasaval szemben (Subramaniam et al. 2017). Otto és munkatarsai PACI
receptor-deficiens egerekben pulmonalis hypertoniat és jobb szivfél elégtelenséget talaltak (Otto et
al. 2004). Az in vitro és allatkisérletes eredmények alapjan — melyek a PACAP kardioprotektiv

hatasat igazoltdk — felmeriil a kérdés, hogy milyen szerepe lehet az endogén PACAP-nak a human

s

1.2. Az altalunk vizsgalt cardiovascularis kérképek

Tekintettel a PACAP fent részletezett sokrétli potencialis kardioprotektiv hatdsaira kutatasunk
kézéppontjaba olyan cardiovascularis korképek keriiltek, melyek patomechanizmusaban ¢&s
progndzisaban jelentds szereppel birnak az ischaemids és/vagy apoptotikus folyamatok, Gigy mint az

akut myocardialis infarctus (AMI) és a szivelégtelenség.

15



1.2.1. Akut myocardialis infarctus (AMI)

1.2.1.1. Akut myocardialis infarctus jellemzo6i és biomarkerei

Az AMI a leglijabb, modern intervencionalis technikdk ellenére még mindig az egyik
legnagyobb kozegészségligyi probléma ¢s az egyik vezetd halalok a fejlett orszagokban (Hartley et
al. 2009). A Nemzeti Infarctus Regiszter adatai alapjan 2020-ban t6bb mint 14.000 beteg keriilt
osztalyos felvételre AMI diagnozisaval Magyarorszagon (Janosi 2021). Az utobbi évtizedekben
szamos biomarkert vizsgaltak, melyek szerepet jatszhatnak a diagnozis felallitdsaban, valamint a
betegség progndzisanak meghatarozasaban. Ezek koziil a magas szenzitivitast kardialis troponin (hs-
cTn) alkalmazasa terjedt el a legszélesebb korben, kiemelt szerepet betdltve az AMI diagnozisaban.
Azonban a mai napig nem all rendelkezésiink gold standard biomarker ezen betegség prognozisanak
¢s lefolyasanak megitélésére. Az Eurdpai Kardioldgiai Tarsasag legtijabb ajanlasaban az emelkedett
hs-cTn szintet myocardialis sériilésként definialtak. Fontos azonban hangsulyozni, hogy az
emelkedett troponin szint nem feltétleniil tarsul kardiélis eredethez, szdmos szisztémas betegség (pl.
hypoxaemia, anémia, vesebetegség) is eredményezheti (6. dbra). Az ajanlas részletesen kitér az
emelkedett hs-cTn értékek mogott allo patologiak komplexitasara, az ischaemias és nem-ischaemias

korképek elkiilonitésének nehézségeire (Thygesen et al. 2018).

Emelkedett cTn =
Hypoxaemia myocardialis sériilés  Anémia

Akut ischaemias
myocardialis sériilés - ]
. T amrai
Hypotensio/ shock bizonyiteka= ach o i
myocardialis i
infarctus
Vese- Szivelég-
betegség telenség

6. dabra: Emelkedett kardialis troponin értek mogott allo lehetséges korképek — a myocardialis sériilés
spektruma a sértetlen dllapottol a myocardialis infarctusig. cTn: kardidlis troponin. (Thygesen et
al. 2018 — Magyar Kardiologus Tarsasdg daltal kiadott hivatalos forditds).
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variabilitasa és a labormedicindban hasznalt kitek eltérd szenzitivitdsa (Thygesen et al. 2018). Eppen
ezért az elmult években szamos tanulmany foglalkozott potencidlis 0j biomarkerek kutatasaval,
melyek a mar meglévo rutin paramétereket kiegészitve, azok diagnosztikai és prognosztikai értékét
erositik. Puelacher kutatocsoportja a B-tipust natriuretikus peptid (BNP) és hs-cTn értékek egyiittes
diagnosztikai pontossagat vizsgalta myocardialis infarctus miatt hospitalizalt betegekben, azonban
hs-cTn mellett alkalmazott BNP vizsgalat nem mutatott szignifikans kiegészit6 diagnosztikai elényt
(Puelacher et al. 2018). Egy masik kutatas soran egy biomarker alapu rizikostratifikalo pontrendszert
hoztak létre C-reaktiv protein (CRP), fibrindegradacios termékek, valamint stresszfehérjék szintjének
egylittes értékelése alapjan, melynek célja a coronariabetegségben szenvedok kockazatanak
megbecslése az esetleges AMI vagy halalos kimeneteli események tekintetében (Ghasemzadeh et al.
2017).

1.2.1.2. Akut myocardialis infarctus allatkisérletes modelljei

Az utdbbi években szamos transzlacids tanulmany indult az akut myocardialis infarctus
részletes vizsgalatara kiilonboz6é kisérletes allatmodellek alkalmazasaval. Ezen preklinikai
vizsgalatok oriasi szerepet tOltenek be a potencidlis Uj diagnosztikai és terapids lehetdségek
feltérképezésében. Kisérletes MI modellekben leggyakrabban egereket tanulméanyoznak a konnyebb
hozzaférhet6ség miatt, azonban tekintettel Kisméretii sziviikre jelentds anatomiai eltéréseket
mutatnak az emberi coronaridkhoz képest, tovabba esetiikben a coronaria sclerosis indukcio
nehezebben kivitelezhetd. Ischaemia modellezésére sebészi coronaria ligacidt (leggyakrabban a bal
eliilsé leszallo coronaria legkotését), kémiai modszereket (pl. isoproterenol addsat) vagy genetikailag
modositott (KO= ,knock out” vagy transzgenikus) egereket alkalmaznak. Osszességében
elmondhatdé, hogy a kiséallat modellek ismert limitacioi €s szdmos erdsségiik ellenére a nagyallat (elso
sorban malac) modellek sokkal megbizhatobbak, tekintettel arra, hogy nagyobb hasonlosagot
mutatnak az emberi sziv anatdmidjdhoz. Ezen modellekben elkiilonithetiink nyitott vagy zart
mellkassal jar6 beavatkozasokat. Az elébbi csoportba tartoznak a sebészeti mitétek, mint ligacio,
constrictor vagy occlusios modszerek, mig zart mellkas mellett intervenciondlis katéteres
beavatkozasokat végeznek. Az elmult évtizedben ezen intervencionalis kardiologiai technikak
jelentds fejlédésen mentek at, melynek koszonhetéen ma mar az ischaemia indukciot kdvetden
reperfiizid is létrehozhatd, ezzel tokéletesen modellezve a valddi perkutdn coronaria intervenciot

(PCI) (Kumar et al. 2016, Baranyai et al. 2017).
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Tovabba malac modellek alkalmasak a kiilonb6z6 pre- és postkondicionalasi technikak
potencialis kardioprotektiv hatdsdnak vizsgélatara is. Az elmult évtizedekben szamos tanulmany
fokuszalt a kiilonbozd ischaemids kondicionaldsi technikdkra, melyek igéretes eredményekrdl
szamoltak be ezen moddszerek myocardialis ischaemiaval vagy reperfizios karosodassal szembeni
védé hatasarol AMI utan (Hausenloy et al. 2017). Az ischaemias prekondicionalas (IPreC)
bizonyitottan csokkenti a myocardialis kéarosodéast. Ezzel szemben az ischaemids
postkondicionalassal (IPostC) és ismételt ischaemids kondicionalassal (RIC) kapcsolatban kissé
ellentmondasosak az irodalmi adatok (Hahn et al. 2015, Heusch et al. 2015). Egy relevans
ischaemia/reperfuzios modellben tanulmanyoztdk I[PostC ¢és RIC technikdk potencialis
kardioprotektiv hatdsat in vivo sziv MR ¢€s ex vivo szovettani vizsgalatokkal. Eredményeik alapjan
elmondhat6, hogy ezen kondicionalasi technikdk a myocardialis nekrozis csokkentése nélkiil fejtenek

ki protektiv hatast a coronaria microvasculaturara (Baranyai et al. 2017).

Azonban mindezen kutatdsok ellenére sem all rendelkezésiinkre olyan biomarker, mely
relevans kiegészité diagnosztikai/ prognosztikai értékkel bir. Az intervencionalis kardiologia
fejlodésének ¢és a zart mellkasi malac modellek anatomiai hasonlosaganak kdszonhetéen
lehetdségiink nyilik a kiilonb6zd biokémiai valtozasok, esetleges 1) biomarkerek vizsgalatara akut

myocardialis infarctusban és a reperfiiziot kovetden is.
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1.2.2. Szivelégtelenség — ischaemids és nem-ischaemids etiologidju cardiomyopathia

A szivelégtelenség egy klinikai szindroma, mely a tipusos tiineteivel jellemezhetd
(nehézlégzes, anasarca, nykturia, palpitacio, csokkent terhelhetdség, étvagytalansag). Ezen tiinetek
hatterében kiilonbozo strukturalis és/vagy funkcionalis kardialis eltérések allnak, melyek csokkent
perctérfogathoz és/vagy emelkedett intrakardialis nyomashoz vezetnek (McDonagh et al. 2021). A
szivelégtelenség epidemiologiai jelentéségét az a tény adja, hogy a fejlédd, modern orvostudomany
korszakaban is egyre magasabb incidenciaval, mortalitassal és morbiditassal bir (Jameson et al.
2018). A korképet az ejekcios frakcio (EF) alapjan harom f6 csoportra oszthatjuk: EF<40% - csokkent
ejekcios frakcidju szivelégtelenség (HFrEF); EF>50% - megtartott ejekcios frakcioval jard
szivelégtelenség (HFpEF); EF=40-50% - kozepes ejekcids frakcidoval jard szivelégtelenség
(HFmrEF) (McDonagh et al. 2021). A cardiomyopathiak hatterében nagy szazalékban
coronarriabetegség all, ilyenkor ischaemids cardiomyopathiar6l (ICM) beszéliink (Sekulic et al.
2019). Azonban az esetek majdnem felében teljesen ép coronaria-stitusz kizarja az ischaemias
eredetet, ezen cardiomyopathiak hatterében szamos egyéb korkép vagy karositd tényezo allhat, mint
pl. toxémia, alkohol, kiilonb6zd genetikai eltérések. Ezen szivizombetegségeket 0sszefoglaldo néven
nem-ischaemias cardiomyopathianak (NICM) nevezziikk (Cojan-Minzat et al. 2021). Specialis
formadja a dilatativ cardiomyopathia (DCM), melynek soran a sziv valamennyi iirege korosan kitagul,
mely a szivizomrostok megnyulasat és a kamrafalak elvékonyodasahoz vezet (McNally és Mestroni
2017). ICM és NICM esetén is a kiils6 karositdé tényezok (ischaemids vagy oxidativ stressz,
cardiomyocyta karosodas) és az adaptacidos mechanizmusok (neurohumoralis egyensuly felborulasa,
fokozott szimpatikus aktivitas, apoptosis, fokozott citokin expresszio, kiilonb6zé immunologiai €s
inflammatorikus valtozasok) egylittes hatasara végiil kardialis remodelling alakul ki, mely myocitak
hypertrophiajahoz, apoptosisahoz valamint fokozott intersticialis fibrosishoz vezet (Jameson et al.
2018).

A kardialis remodelling hatterében 4116 egyik legfontosabb folyamat az oxidativ stressz. A
reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) és a szuperoxid-dismutaz (SOD) myocyta karosodashoz,
apoptosishoz vezetnek, mig a szuperoxid anion (O2) csdkkenti a myocardium kontrakcidjat. A talzott
ROS felszabadulashoz négy {6 ok vezethet: a leukocytak és citokinek interakcidja, hypoxia esetén a
myocytakban a mitokondridlis 1€gzési lanc nem megfeleld mikodése, a megnovekedett NAD(P)H
(nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt formaja) oxidaz reakcidoképessége €és a xantin-
oxidaz fokozott aktivitasa (Tsutsui et al. 2011). A ROS kiilonb6z6 jelatviteli utakon keresztiil (MAP-
ERK, PLC) myocyta hypertrophidhoz, majd apoptosishoz vezet. A strukturalis valtozasok

kovetkeztében, a szivizomsejtekben fokozdodik a proapoptotikus faktorok expresszidja (Bax, Bad),
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melyet az antiapoptotikus mechanizmusok (csokkent Bel-2 szint) nem képesek egyenstilyba hozni és
programozott sejthalal kovetkezik be. Tovabba a haldl receptorok jelatviteli utvonalan, a
mitokondriumbol felszabaduld citokrom ¢ és az endoplazmatikus retikulombol kiaramlé Ca?*
hatasasra aktivalodik a caspase Gtvonal is, mely tovabb serkenti az apoptosis folyamatat (Gill et al.
2002). Mindemellett bizonyos proinflammatorikus citokinek (IL-18, IL-2, IL-6, TNF-a), chemokinek
(monocita chemotacticus protein — MCP-1) és chemokin specifikus neutrofilek (CXC chemokinek)
szintje is megemelkedetik, mely jol korrelal a szivelégtelenség stlyossagaval és prognodzisaval
(Tentolouris et al. 2004, Dusi et al. 2016, Frangogiannis 2019). Mindezen folyamatokon keresztiil
kialakul a kardialis remodelling myocyta hypertrophiaval, apoptosissal és fokozott intersticialis

fibrosissal, mely jelentésen csokkent systolés bal kamra funkciot eredményez (Jameson et al. 2018).

A szivelégtelenség diagnozisaban és prognozis becslésében nagyon fontos szerepet toltenek
be a klinikai tlinetek, valamint a kiilonb6z6 tiinet orientalt funkcionalis klasszifikaciok (McDonagh
et al. 2021). A szivelégtelenség egyik legszélesebb korben elterjedt klasszifikacioja a New York-i
Kardiologus Tarsasdg (New York Heart Assiciation) altal 1étrehozott funkcionalis beosztds, mely

nehézlégzést, faradsagot, palpitacidt mint vezetd tlineteket veszi alapul (1. tablazat).

Osztalyozas Tiinetek
NYHA I A fizikai aktivitas nem korlatozott
NYHA II. A fizikai aktivitas enyhén korlatozott

A beteg nyugalomban panaszmentes, de a szokasos fizikai aktivitas

nehézlégzést, faradtsagot vagy palpitaciot okoz

NYHA II1. A fizikai aktivitas jelentdsen korlatozott
A beteg nyugalomban panaszmentes, de a szokasosnal enyhébb fizikai

aktivitas mar tiineteket okoz

NYHA IV. Bérmilyen fizikai aktivitds panaszt okoz

A tlinetek nyugalomban is jelentkeznek

1. tdbldzat: A New York-i Kardiologus Tarsasdg (New York Heart Assotiation — NYHA) funkcionalis

klasszifikacioja szivelégtelenségben.

A tlinetek mellett a kiillonb6zd képalkotoknak — kiilonds tekintettel az echocardiographias
vizsgalatra — kiemelkedd fontossdguak a szivelégtelenség diagnosztikajaban. A maximalis
gyogyszeres terapiara adott valasz €s az akut kardidlis dekompenzéciok miatt tortént hospitalizacid
szama jelentGs prognosztikai értékkel bir (McDonagh et al. 2021). Mindezeket egésziti ki a ma mar
rutin szerint alkalmazott N-terminalis pro B-tipust natriuretikus peptid (NT-proBNP) szint
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vizsgalata. NT-proBNP szintje nyomas- és volumenterhelés kovetkeztében kialakult pitvari és kamrai
falfesziilés hatasara emelkedik, azonban szamos egyéb faktor (életkor, testsuly, pitvarfibrillacio,
veseelégtelenség) befolyasolja a szintjét (Maisel et al. 2008). Erés negativ prediktiv értékkel bir, igy
a szivelégtelenség kizarasara alkalmas, azonban diagnosztikai értéke a sulyos befolyasold tényezok
miatt onmagaban nem elég erds, a klinikai tiinetekkel egyiitt értékelendé (McDonagh et al. 2021).
Szenzitivitaisa HFpEF-ben kissé csokkent, azonban mindharom szivelégtelenség csoportban (HFpEF,
HFmrEF és HFrEF) alkalmazhat6 (Gaggin és Januzzi 2013). Tovabba kronikus szivelégtelenségben
megbizhatd prognosztikai értékkel bir az NT-proBNP mind akut hospitalizacidé, mind morbiditas
tekintetében (Spinar et al. 2019). Ezzel szemben akut dekompenzalt szivelégtelenség esetén a magas
diagnosztikai érték mellett prognosztikai értéke alacsonyabb, ugyanis a dekompenzacidohoz tarsuld
kifejezetten magas intrakardialis nyomasok, falfesziilés kapcsan minden esetben magas értékek
mérhetk, a hosszutava kimenetellel ezen szintek nem feltétleniil korrelalnak (Gaggin és Januzzi
2013). A PRIMA-II vizsgalat azt is kimutatta, hogy az akut szivelégtelenségben NT-proBNP szint
alapjan alkalmazott terapia nem javitotta a 6 honapos kimenetelt (Stienen et al. 2018). A BNP és az
NT-proBNP mellett szamos 1j, esetleges additiv diagnosztikai vagy prognosztikai értékkel bird
potencialis biomarkerek vizsgalata indult az elmult években, mint a kozéprégids proatridlis
natriuretikus pepid (MR-proADM), magas szenzitivitasu kardialis troponin (hs-cTn), szolubilis ST2
(sST2), a novekedési-differencialodasi faktor (GDF)-15 és galectin-3 (Gaggin és Januzzi 2013).
Koziiliik az sST2 emelend6 ki, mely értékét nem befolydsoljak olyan gyakori tarsbetegségek, mint a
veseelégtelenség vagy a hypertonia. A leglijabb kutatasok igéretes prognosztikai értékérdl szamolnak
be, kiilonos tekintettel HFrEF-ben, de hangstilyozzak a natriuretikus peptidekkel torténd egyiittes
alkalmazasat (Lotierzo et al. 2020). A klinikai rutinban toérténd alkalmazasdhoz azonban tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.

Szdmos tanulmany igazolta, hogy a myocardiumban fenndllé perzisztald gyulladas, a
proinflammatorikus citokinek kovetkezményes upregulacioja jelentds szereppel birhat a
szivelégtelenség patomechanizmusaban €s progresszidjaban. Az 1990-es évek oOta vizsgaljak az
ugynevezett ,citokin hypotézist”, mely alapjan a szivelégtelen betegek plazmdjaban a
cardiomyocytak, fibroblastok és endothelialis sejtek altal termelt magasabb citokin (pl. TNF-a, IL-
16, IL-6, IL-18) szintek mérhetéek. Az elmélet szerint ezen citokin szintek nem csak a
szivelégtelenség sulyossagaval, hanem a betegség progndzisaval is jol korrelalhatnak (Li et al. 2021).
Azonban a kiilonboz0 citokinekre és antiinflammatorikus dgensekre fokuszald klinikai vizsgalatok
eredményei ellentmondasosak (Levick és Goldspink 2014, Hanna és Frangogiannis 2020). A

hipotézist igazold tanulmanyok mellett sok esetben nem igazolddott a citokinek megbizhatod
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biomarker funkcioja, sét egyes antiinflammatorikus target terapias kutatasok a vart allapotjavulas

helyett fokozott mortalitast és progressziot irtak le (Chung et al. 2003).

Az a klinikai megfigyelés, mely szerint HFrEF betegek hasonld paraméterek (NYHA stadium,
EF és NT-proBNP szintek) ellenére a maximalis gyogyszeres kezelésre eltérden reagalnak, felvetik
potencialis ) biomarkerek sziikségességét a pontosabb prognosztikai becslések, s ezaltal személyre

szabott, optimalis kezelés beallitasa érdekében.
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2. Célkitiizés

Az alapkutatdsi eredmények alapjan két olyan epidemioldgiai szempontbdl relevans
kardiologiai korképet vizsgaltunk, az akut myocardialis infarctust és a csokkent ejekcios frakcioval
jaro szivelégteleséget, melyekben a patomechanizmusuk alapjan a PACAP-38 jelentds szereppel
birhat. Transzlacios vizsgalat keretein beliil arra kerestiik a valaszt, hogy ezekben a korképekben
kimutathat6-e szignifikans kiilonbség a beteg és a kontroll csoportok plazma vagy szoveti PACAP-
38 szintjei kozott. Tovabba kerestiik az esetleges 0sszefiiggéseket PACAP-38 szintek és a jelenleg

hasznalt prognosztikai biomarkerek kozott.

2.1. Acut myocardialis infarctus vizsgalata

2.1.1. Szoveti PACAP-38 szintek vizsgalata akut myocardialis infarctus sertés modelljében

Akut myocardialis infarctus tanulmanyozasara egy klinikailag relevans, zart mellkast malac
AMI modellbdl szarmazo kiilonb6z6 myocardialis (bal kamrai, bal és jobb pitvari) szovetmintakat

vizsgaltunk a kovetkezd kérdésekre keresve a valaszt:

- Detektalhato-e szignifikans kiilonbség PACAP-38 szintekben a Sham operalt allatok
kiilonbozd szivteriiletekrdl vett (bal kamrai, bal és jobb pitvari) szivizommintai
kozott?

- Meérheté-e szignifikans kiilonbség PACAP-38 szintben a Sham operdlt és a
myocardialis infarctuson, majd reperfizion atesett allatok kiilonb6z6 szivizommintai
kozott?

- Kimutathato6-e szignifikans kiilonbség PACAP-38 szintben a myocardialis infarctuson
atesett allatok kiilonboz6 szivteriiletekrdl vett (bal kamrai, bal és jobb pitvari)
szivizommintai kozott a reperfiiziot kovetd 3 és 72 déra mualva?

- Van-e hatasa a kiilonboz6 pre- és postkondicionalasi technikdknak a szoveti PACAP-

38 szintre?

2.1.2. Plazma PACAP-38 szintek vizsgalata STEMI betegekben

Az allatkisérletes eredmények alapjan egy humdan vizsgalatot inditottunk, melyben ST-
elevacidval jar6 myocardialis infarctus (STEMI) miatt hospitalizalt betegek plazma PACAP-38

szintjét vizsgaltuk, a kovetkezd célkitlizésekkel:
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- A Dbetegek plazma PACAP-38 szintjének meghatarozasa a perkutan coronaria
intervenciot megel6zden, majd az azt kdvetd 4, 24 és 48 draban.

- A Dbetegek plazma PACAP-38 szintjének és plazma hs-cTn szintek kozotti
Osszefiiggések vizsgalata.

- Tovabbi korrelacios vizsgalatok végzése a PACAP-38 és szamos rutin laborparaméter,
echocardiographias paraméter, tarsbetegségek és a STEMI el6tt regularisan szedett

gyogyszerek kozott.

2.2. Szivelégteleség, ischaemias (ICM) és nem-ischaemias cardiomyopathia (NICM)

vizsgalata

2.2.1. Szivelégtelen betegek vérmintainak vizsgalata

jar6d kronikus szivelégtelenek (HFrEF), tovabba kardidlis dekompenzacié miatt akut osztalyos

felvételt igényld betegek voltak.

- Elséként vizsgaltuk a PACAP-38 szintjét kronikus, kompenzalt szivelégtelen
betegekben, valamint azt, hogy mutat-e szignifikans osszefiiggést a szivelégtelenség
prognosztikai markerével az NT-proBNP szintekkel?

- Ezt kovetden egy nagyobb vizsgalat keretein beliil akut €és kronikus szivelégtelen
betegek plazma PACAP-38 szintjét hataroztuk meg.

e  Megvizsgaltuk, hogy van-e szignifikdns kiilonbség az akut dekompenzalt, a
kronikus kompenzalt betegek €s egészséges kontrollok plazma PACAP-38 szintje
kozott?

e Az esetleges Osszefliggések kimutatasa céljabol korrelacidés vizsgalatokat
végeztiink a PACAP-38, NT-proBNP szintek, kiilonbozé laborparaméterek,
echocardiographias paraméterek, tarsbetegségek és az alkalmazott gyogyszeres
terapia kozott.

e Megvizsgaltuk mindhdrom csoport (akut, kronikus szivelégtelen, egészséges
kontroll) kiilonb6z6 citokin szintjét, €s kerestiik az esetleges 0sszefiiggés a citokin

és PACAP-38 szintek kozott.
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2.2.2. Human szivizomzat Vizsgalata

Végstadiumu szivelégtelenség miatt szivtranszplanticion atesett betegek és egészséges,
balesetben elhunyt egyének szivizomzatabdl vett minta homogenizatumat vizsgaltuk. Arra kerestiik
a valaszt, hogy szivelégtelenségeben szenvedOk szoveti PACAP-38 szintje és PACI receptor

expresszioja szignifikdnsan eltér-e az egészségesekétol?

e A rendelkezésre allo laboratoriumi paraméterekkel és tarsbetegségekkel kerestiik

a lehetséges Osszefiiggéseket.
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3. Modszerek

3.1. Akut myocardialis infarctus vizsgalata

3.1.1. Szoveti PACAP-38 szintek vizsgalata akut myocardialis infarctus sertés modelljében

Zart mellkasu reperfuzioés akut myocardialis infarctus sertés modellben 38 ndstény sertést

vizsgaltunk kollabordcioban a Semmelweis Egyetem Farmakologiai ¢és Farmakoterapias

Intézetének munkatarsaival. A vizsgalt allatokat 5 csoportba osztottuk:

Sham-operalt csoport (Sham): egy ballon katétert helyeztiink az arteria coronaria
sinistra ramus interventricularis anterior agaba (left anterior descending= LAD), de a
ballont nem fujtuk fel, igy myocardialis ischaemia nem alakult ki (n= 8).
Myocardialis infarctus (MI) csoport: a LAD artéria elzarasaval 90 perces ischaemiat
indukaltunk, melyet harom 6ra reperfizié kovetett (n= 7).

Ischaemids prekondicionalt csoport (IPreC): prekondicionalasként 3x5 perc
ischaemiat hoztunk létre a ballonkatéter intermittald felfijasaval, majd a 90 perces
LAD occlusiot végeztiink (n= 4).

Ischaemias postkondicionalt csoport (IPostC): 90 perces LAD occlusiot kdvetden a
reperfuzio kezdetekor 6x30 masodpercig tartd intermittaldé myocardialis ischaemiat
indukaltunk (n= 6).

Ismételt ischaemias kondicionalt csoport (remote ischemic condition= RIC): 4x5 perc
intermittalo hatso végtagi ischaemiat hoztunk létre a 90 perces LAD occluiso soran.
Az elso ciklust 50 perccel a myocardialis ischaemia kezdetét kovetden indukéltuk (n=

5).

Az éallatokat 3 oraval a reperfiiziét kovetden talaltattuk, majd myocardialis szovetmintakat

gylijtottiink a sziv kiilonbozd részeibdl. Minden allattol két bal kamrai (BK) mintat vizsgaltunk: az

crer

pedig a bal kamra nem-ischaemias régiojabol (MI-BK-NI) szarmazott. A Sham csoportban szintén

két BK mintat vizsgaltunk, mely mintdk az MI allatok BK-I és BK-NI mintainak megfeleld régiokbol

szarmaztak. Tovabbd mind az ischaemids, mind pedig a Sham allatokbol a bal és jobb pitvarbol is

mintavétel tortént (7. abra).
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Kisérletlink masodik részében a MI csoport allatait 72 ora reperfuzio utan aldoztuk fel (n= 8),

majd szovetmintékat gyiijtottiink a bal kamra ischaemias és nem-ischaemids régidibdl, valamint a bal

€s jobb pitvarbo6l (7. abra).

P 72 o6ra R
e 60 b 80 ol 36ra i
e - e ;
SR § ! | ! nsl ™ BP .
i : : ! i Pk i
: : i i i BK S !
MI-3 6ra —— *—— jp BKI |
. 1 n="=7; 1 BK-NI
: : i : : BpP : Bk
o L : ' p O BKA
MI-72 6ra,———p— : Lot
! ~ ] ; : =8| \ pp
IPreC. ——HHHIE— e B |
: i ! ' n=41 :
IPostC ok — BK-I :
; : | ! n=6; :
o w
Bl 1AD occlusio BK-NI  bal kamra — nem-ischaemias régio
BRR  3x5perc LAD occlusio . N
BK-I bal kamra — ischaemias régio
Il  6%30 masodperc LAD occlusio
BABRA 45 perc hatsé végtagi ischaemia - igRlin
Y  mintagytjtés BP bal pitvar

7. abra: A zart mellkasu reperfuzios akut myocardialis infarctus sertés modell kisérleti felosztdsa.

Sham: Sham-operdlt allatok, MI-3 éra: myocardialis infarctus csoport 3 oras reperfuzioval, MI-72

ora: myocardialis infarctus csoport 72 ords reperfuzioval, IPreC: ischaemids prekondicionadlt

csoport, IPostC: ischaemids postkondicionalt csoport, RIC (remote ischemic conditioning). ismételt

ischaemidas kondiciondalt csoport.

A szOvetmintdkat az eltdvolitast kovetden folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottuk,

poritottuk, majd tovabbi felhasznélasig -80 °C-on Eppendorf csévekben (AHN Biotechnologie,

Nordhausen, Németorszag) taroltuk. A vizsgédlatokhoz 30 mg fagyasztott szivizommintat

hasznaltunk, amihez 500 pL jéghideg foszfattal pufferolt sboldatot (PBS) és 14 ng protedz inhibitort

(aprotinint) tartalmazé oldatot mértiink, majd mintakat ultrahangos feltaroé (szonikator) segitségével
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jégen homogenizaltuk. A szonikalashoz Hielscher UP 200 H/S tipusu homogenizatort (Hielscher
Ultrasonics Gmbh, Teltow, Németorszag) hasznaltunk, tekintettel arra, hogy az el6tesztelés soran ez
bizonyult a leghatékonyabbnak a kézi homogenizaldé Mini Potter-Elvehejm (VWR ¢és Kartell,
forgalmaz6: VWR Internaitonal Kft. Budapest, Magyarorszag) és a Bead Mill homogenizalé (tipus:
MINILYS, Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Franciaorszag) alkalmazasaval szemben.
A szovetek feltardsa 3x30 masodpercig tartd, 30%-os amplitidoju pulzacié leaddsaval tortént. A
szonikalast kovetéen a homogenizatumot lecentrifugaltuk (10.000 rpm, 4 °C, 15 perc), majd a
feliiluszobol ,,szendvics”-tipusu enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalattal (ELISA) hataroztuk

meg a szoveti PACAP-38 koncentraciot.

3.1.2. Myocardialis infarctus klinikai vizsgalatanak menete

Klinikai vizsgalatunkba 20 ST-elevacidoval jard6 myocardialis infarctus (STEMI) miatt
hospitalizalt beteget ¢s 12 kontroll személyt vontunk be. A betegek a panaszok kezdetét kovetden
atlagosan 4-6 oraval keriiltek klinikankra STEMI diagnozisaval. Osztalyos felvételkor minden
betegnél a 12-elvezetéses EKG elkészitését, a vérvételt és a rutin fizikalis vizsgélatot kdvetden
azonnal coronarographia tortént, mely sordan minden esetben sikeres perkutan coronaria intervenciot
(PCI) végeztiink egy vagy tobb gyogyszerkibocsatd stent beiiltetésével. A beavatkozast kdovetden
betegeink az intenziv osztalyra keriiltek tovabbi ellatas céljabol. A vizsgélati protokollunk szerint
minden betegtdl négy alkalommal tortént vérvétel: eldszor kozvetleniil a PCI el6tt (0. o6ra), majd 4,
24 ¢s 48 oraval PCI utan. Az els6 vérvétel soran 3x10 ml periférids vérmintat gyljtottiink [nativ,
EDTA (etiléndiamin-tetraecetsav) €s citrat-tartalmia csovekbe] a magas szenzitivitdsu cardialis
troponin (hs-cTn) szint meghatarozashoz és a rutin laboratoriumi vizsgalatokhoz. A gyulladasos
paraméterek (szérum C-reaktiv protein [CRP] szint), vesefunkcios értéket (szérum kreatinin és
kreatin-kinaz), teljes vérkép ¢és lipid szintek (szérum osszkoleszterin, alacsony denzitasu lipoprotein
[LDL], magas denzitasu lipoprotein [HDL] és triglicerid [TG]) vizsgalatat a Pécsi Tudomanyegyetem
Laboratoriumi Medicina Intézete végezte.

A plazma PACAP-38 szintek meghatarozasahoz egy tovabbi vérvétel tortént, amihez 10
ml-es EDTA tartalmtl vérvételi csoveket alkalmaztunk. A PACAP-38 polipeptid természete miatt

cre

crer
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csoveket azonnal lecentrifugaltuk (4000 rpm, 4°C, 15 perc), majd a plazmat tartalmazoé feliiliszot
polipropilén csovekbe mértiik (Sarstedt, Budapest) €és -80°C-on taroltuk az ELISA mérésekig. A
tovabbi harom vérvétel (4, 24 és 48 6rés) soran egy nativ és egy EDTA-csovet hasznaltunk fel a
troponin és a PACAP-38 szintek meghatarozasara. Huszonnégy oraval a PCI utan egy hordozhato
ultrahang géppel (Philips Cx50 — Philips, Amsterdam) echocardiographias vizsgalatot végeztiink
abbol a célbdl, hogy meghatarozzuk a bal kamra funkciot (ezéltal az infarctus sulyossagat) és kizarjuk
az esetleges komplikacidkat. A betegeknél rutin 2-dimenzionélis (2D), M-mdd, Doppler és szoveti
Doppler vizsgalatokat is végeztink. A bal kamrai systolés funkcidt jellemzd ejekcids frakcio
meghatarozasara a Simpson modszert alkalmaztuk (8. abra).

A vizsgalatunkbol 0sszesen négy beteget zartunk ki: ketténél malignus kamrai ritmuszavar
miatti reanimacio, kett6 esetben pedig sulyos pneumonia miatt. A kontroll csoportba olyan betegeket
vontunk be, akik angina pectoris iranydiagnozissal keriiltek klinikankra elektiv szivkatéterezésre,
azonban az elvégzett coronarographia a coronaria 1€zi6 lehetdségét, igy az ischaemias szivbetegséget
kizarta. A kontroll betegek vérvétele az infarctusos betegekhez hasonldan tortént. Indikacid
hianydban ebben a csoportban nem mértiink hs-cTn szinteket, feltételezhetden ezen értékek
alacsonyabbak voltak, mint 14 ng/mL. A human minték gy{ijtése a Regionalis Kutatasetikai Bizottsag
engedélyével tortént (PTE KK 6383). Minden résztvevd részletes tajékoztatast kdvetden irdsos

beleegyez6 nyilatkozat aldirasaval jarult hozza a vizsgalatok elvégzéséhez.

. ’\ ,,,,,, @ echocardiographia

: 0ora| PCI 4 ora 24 ora 48 ora
|
STEMI EKG hs-¢ Tn hs-¢c Tn hs-c Tn
diagnoézisa || rutin labor PACAP-38 PACAP-38 PACAP-38
hs-¢c Tn
PACAP-38

8. abra: Myocardialis infarctus klinikai vizsgalatanak protokollja. STEMI: ST-elevdcioval jaro
myocardialis infarctus, EKG: -electrocardiographia, labor: laborvizsgdlat, hs-cTn: magas

szenzitivitasu kardialis troponin.
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3.1.3. PACAP-38-szerii immunorekativitas (PACAP-38-LI) mérése ELISA modszerrel sertés

szivmintakbdl és emberi plazma mintakbol

A PACAP-38-LI meghatarozasa a sertés myocardialis szovet-homogenizatumokbdl és a human
plazma mintdkbdl ,,szendvics”-tipust enzim immunoassay modszerrel tortént (human PACAP-38
ELISA kit, MyBiosource, Cat.No: MBS109020), a cég altal részletesen leirt protokollnak
megfelelden. Ertekezésemben a PACAP-38-L1 megfelel a PACAP-38 szintnek.

AZ ELISA vizsgalat soran el6szor 50 uL. PACAP-38 standard oldatot, valamint 50 uL sertés
szivszovet-homogenizatumot, a MI betegek és kontrollok plazma mintéit mértiik be duplikatumban
a 96 lyuku, anti-PACAP-38 antitesttel érzékenyitett mikrolemez megfeleld lyukaiba, majd 100 puL
torma-peroxidazzal konjugaltatott anti-PACAP-38 detektalo reagenst adtunk a mintdkhoz. A lemezt
lefedtiik és 60 percig 37°C-on inkubaltuk. Az inkubécio utdn a lemezt 4 alkalommal 200 pL/lyuk
mosoéoldattal atoblitettiikk. Ezt kdvetéen minden lyukba 50 pL kromogén oldat ,,A”-t és 50 pL
kromogén oldat ,,B”-t pipettdztunk, majd a megfeleld szinreakcid kialakuldsdhoz a lemezt sotétbe
helyezve, 37°C-on tovabbi 15 percig inkubéltuk. Otven pL leéllitd (stop) oldat hozzaadasaval az
enzim-reakciot leallitottuk. A keletkezet szines termék optikai denzitasanak (OD) mérése
SPECTROStar nano-spektrophotometer (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) segitségével
tortént 450 nm-es hullimhosszon. Mivel a detektalt optikai denzitds aranyos a vizsgalt mintak
PACAP-38 szintjével, igy azok koncentracidja a standard gorbe OD értéke alapjan meghatarozhato.
A vizsgalt plazmamintadk PACAP-38 szintjét pg/mL mértékegységben adtunk meg. A malacok
szoveti mintajanak vizsgalata soran relativ PACAP-38 szinteket hatdroztunk meg, amit a mintak mért
szarmaz6 atlagos PACAP-38 szintek hanyadosabol szamoltuk. Ezen értékeket a kontroll csoport

eredményeinek %-os aranyaban adtuk meg.

3.2. Szivelégtelen betegek vizsgalata

3.2.1. Szivelégtelenség miatt kezelt betegek vérmintdinak vizsgadlata

3.2.1.1. Kiilonbozé stadiumu DCM betegek plazma PACAP-38 szintjének dsszehasonlito vizsgalata

DCM miatt kezelt betegek vizsgalata soran elséként kronikus, kompenzalt szivelégtelen
betegek plazma PACAP-38 szintjét mértiik. Elézetes felmérésiinkhoz 41 DCM miatt klinikank

ambulancidjan gondozott, 40% alatti ejekcios frakcioval biro, kronikus szivelégtelen beteget
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vizsgaltunk meg. Etioldgia alapjan primer (n= 9) ¢€s ischaemias (n= 33) DCM csoportra osztottuk

Oket.

A rutin vérvétel soran minden betegtdl az altalanos laboratoriumi vizsgalatokhoz és az NT-
proBNP szint meghatarozasahoz harom (két 10 ml-es és egy 5 ml-es) nativ csébe, tovabba a PACAP-
38 szint meghatarozasdhoz egy 10 ml-es EDTA-t tartalmazo csébe vettiink vért. Mivel a PACAP-38
polipeptid természetébdl adoddan enzimatikus degradédciora érzékeny, ezért a protedzok gatlasara
torzsoldat 10 ml vérhez). Az EDTA-s vérmintak centrifugalasat kovetden (4000 rpm, 20 °C, 15 min)
a felliluszot polipropilén (Sarstedt, Hungary) csévekbe atmértiik és tovabbi felhasznalasig -80 °C-on
taroltuk. A plazmat tartalmazo6 feliiluszok egyik részébol radioimmunoassay (RIA) modszerrel (Jakab
et al.. 2004) vizsgaltuk a PACAP-38-szer(i immunoreaktivitast, a feliiluszok masik részébdl pedig a
Laboratoriumi Medicina Intézet kozremitkodésével, kemilumineszcencia-modszerrel hataroztuk meg

az NT-proBNP szinteket.

3.2.1.2. Akut, dekompenzalt és kronikus kompenzalt szivelegtelen ICM és NICM betegek, valamint

nem-szivelégtelen kontroll csoport PACAP-38 szintjének osszehasonlito vizsgalata

Tovabbi, kibdvitett HFrEF vizsgalatunkba 13 akut dekompenzalt (atlag életkor: 66,5 + 3,7 év,
33% nd, 77% férf1), 33 kronikus, kompenzalt szivelégtelen beteg (atlag életkor: 65,9 + 3,8 év, 34,3%
nod, 75,7% férfi) és 13 nemben és korban illesztett kontroll paciens (atlag életkor: 65,8 4,0 év, 31%
megfelelden betegeink ejekcids frakcidja minden esetben 40% alatt volt. Az akut szivelégtelen
csoportba olyan ICM vagy NICM miatt gondozas alatt 4116 betegeket valogattunk, akik akut kardialis
dekompenzaci6 tiinetei (nehézlégzés, csokkent fizikai terhelhetéség, NYHA II-IV stadium) miatt
akut hospitalizacidt igényeltek. Ezzel szemben a kronikus szivelégtelen betegcsoportba sorolt
pacienseink reguléris kontroll vizsgalatra érkeztek ambulancidnkra, kardiélis statuszuk kompenzalt
volt (NYHA I-IT stadium). Kontroll csoportként olyan nemben és korban illesztett betegeket
valasztottunk, akik hypertonia vagy atipikus mellkasi fajdalom miatti kivizsgalasra érkeztek
klinikankra. Ebben a csoportban az echocardiographids vizsgélat sem strukturalis, sem funkcionalis
szivbetegséget nem igazolt, az ejekcios frakcidé minden esetben 55% feletti értéket mutatott, tovabba
a coronarographias vagy coronaria CT vizsgalat az esetleges ischaemias szivbetegség lehetdségét

kizarta.
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A laboratériumi vizsgalatok soran minden esetben 3 kiilonbozd csébe (nativ, citratos €s
EDTA-tartalmtl) gyUjtottiink periférids vért a gyulladdsos paraméterek (C-reaktiv protein),
vesefunkci6 (szérum kreatinin, karbamid), vérkép és lipid értékek (dsszkoleszterin, LDL, HDL és
triglicerid) meghatarozasara. A betegcsoportokban tovabbi 1 nativ csé vérvétel tortént a plazma NT-
proBNP szintek meghatarozasa céljabol. Az Osszes laborvizsgalat a Pécsi Tudomanyegyetem

Laboratoriumi Medicina Intézetében tortént.

A PACAP-38 szintek meghatarozasdhoz sziikséges plazmak gyljtését, feldolgozasat ¢€s

tarolasat a korabbi leirasnak megfelelden végeztiik el.

A mintavételek a Regiondlis Kutatdsetikai Bizottsag engedélyével torténtek (PTE KK 6383),

minden paciens a megfeleld tajékoztatast kovetden beleegyezd nyilatkozatot irt ala.

3.2.1.3. PACAP-38-szerii immunoreaktivitas meghatarozasa RIA modszerrel

A RIA vizsgélatokhoz hasznalt PACAP-38 specifikus poliklondlis antitestet Arimura és
munkatérsai allitottak elé nyulakban, karbodimiddel marha tireoglobulinhoz konjugalt szintetikus
peptid immunizalassal (,,88111-37-as szamu antiszérum, munkahigitas: 1:10.000) (Arimura 1992). A
mérésekhez standardként a PTE Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézet altal eldallitott %I
izotoppal jelolt birka PACAP-38 antigént hasznaltunk, 0-1000 fmol/mL tartomanyban. Assay
pufferként 1 mL 0,05 mol/l koncentracioju (pH=7,4) foszfat puffert alkalmaztunk. Az oldat
Osszetevoi az alabbiak voltak: 0,25 % (w/v) BSA (Bovine Serum Albumin — marha szérum albimun),
0,1 mol/l NaCl valamint 0,05 % (w/v) NaNs. Az inkubacios elegy 100 uL PACAP-38 standardot
vagy a mérni kivant mintat, 100 pL ,,88111-3” PACAP antiszérumot, 100 pL ?°I izotoppal jeldlt
PACAP 24-38 antigént és assay puffert tartalmazott, melyet 4°C-on 48-72 6raig inkubaltuk. Ezt
kovetden 100 puL szeparald oldattal (Osszetétele: 10 g mosott szén, 1 g dextran, 0,5 g zsirmentes
tejpor, 100 mL desztillalt viz) az antitesthez kotott jelolt antigén frakciot elvalasztottuk a szabad jelolt
peptidektdl, majd a csoveket lecentrifugéaltuk (3000 rpm, 4°C, 15 min) és a feliiliszot ledntottiik. A
szénhez kotott szabad frakcid radioaktivitdsat NZ310-tipusu spektrométeren, gammaszamlaloval
mértiik, majd ebbdl kiszamoltuk az antiszérumhoz kotott radioaktivitast. A mintak PACAP-38-szerli
immunoreaktivitasat a mérési adatokbol kalkulalt, antiszérumhoz kotott radioaktivitasi adatok

alapjan, standard kalibracios gorbérdl olvastuk le (Csanaky et al. 2012).
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3.2.1.4. PACAP-38 ELISA

A plazma PACAP-38 szintek meghatarozasa az akut myocardialis infarctuson atesett
betegeknél részletezett modszerrel (3.1.3. PACAP-38-szerti immunorekativitas (PACAP-38-LI)

mérése ELISA moddszerrel) megegyezd modon tortént.

3.2.1.5. Pro- és antiinflammatorikus citokin szintek vizsgalata Luminex immunoassay segitségével

Hét kiilonb6z6 pro- €s antiinflammatorikus citokin (IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y,
plazma mint4jaban vizsgaltuk. A citkoin koncentraciok meghatarozasa magas szenzitivitasu
Invitrogen™ ProcartaPlex™ Human 7-plex panel (Thermo Fisher Scientific, Bécs, Ausztria)
Luminex kittel tortént a cég altal részletesen leirt protokollnak megfeleléen. Minden mérést
duplikatumban végeztiink el. Els6ként a kit komponenseit szobahdmérsékleten felmelegitettiik, majd
a felolvasztott plazma mintakbol és a higitott citokin standard oldatokbol 25 pl-t pipettaztunk a 96-
lyuki mikrolemezre, ami 25 pL citokin-specifikus antitesttel bevont fluoreszcens gyongyot
tartalmazott. A lemezt 2 6raig szobah6n inkubaltuk. Kétszeri oblitést kovetden 25 pL biotinilalt
szekunder (detektalo) antitest oldatot pipettaztuk a lemezre, majd 30 percig szobahdn inkubaltuk.
Ismételt mosasi 1épéseket kdvetéen 50 uL streptavidin-PE oldatot adtunk a lemez lyukaihoz. 30
perces inkubalas utdn a lemezt ismét atmostuk. A végsdé mosds utan 120 pL detektald puffert adtunk
a mintahelyekhez, majd a lemezt Luminex MagPix array reader segitségével olvassuk le. Az egyes
citokinekhez tartozé standard gorbék felvétele 5-parameteres logisztikus (5-PL) regresszids gorbe
alapjan tortént. Az adatokat a Belysa 1.1.0. (Merck KGaA; Darmstadt, Németorszag) szoftver
segitségével analizéaltuk. A kalkulalt citokin koncentraciokat pg/mL mértékegységben fejeztiik ki.

3.2.2. Emberi szivizomminta vizsgalata

Az emberi szivizommintdk gyljtése a varsoi Cardinal Stefan Wyszynski Institute of
Cardiology, Department of Heart Failure and Transplantology osztalyon tortént a korabban leirtaknak
megfelelden (Varga et al. 2017). Kontroll csoportként olyan szervdonorokbol gytijtottek egészséges
szivizommintékat (n= 12) akiknél a sziveket technikai okokbol (pl. donor/recipiens inkompatibilitas)
nem tudtak felhasznalni. A szervdonorok nem rendelkeztek relevans kardiologiai elézménnyel, koros
EKG- vagy echocardiographids eltéréssel (normél tartoméanyon beliili bal kamrai paraméterek és

kontraktilitas). A transzplanticidé soran eltavolitasra keriilt szivek ischaemids (n= 12) vagy nem-
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ischaemids (n= 11) cardiomyopathia (ICM vagy NICM) talajan kialakult végstadiumu szivelégtelen
betegektdl szarmaztak.

A myocardialis mintavétel az explantacié idépontjdban tortént a bal kamra szabad falabol,
keriilve a heges, fibrotikus teriileteket, zsirszoveteket, endocardiumot, epicardiumot vagy a
coronariakat. A szdvetmintakat sooldatos oOblitést kovetden folyékony nitrogénben azonnal
lefagyasztottak €s tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltak.

A vizsgélatokat az emberi kisérletekkel foglalkozo felelds intézeti és nemzeti bizottsagok
etikai normainak megfeleléen hajtottdk végre, a Helsinki Nyilatkozatban foglaltak betartasaval
(1975). Protokoll-szeriien, megfeleld tajékoztatast kovetden minden paciens beleegyez6 nyilatkozatot
irt ala. A kutatasetikai protokollt a Cardinal Stefan Wyszynski Institute of Cardiology helyi Etikai
Bizottsaga engedélyezte (IK-NP-0021-24/1426/18).

3.2.2.1. Emberi szivizommintak szoveti PACAP-38 szintjének vizsgalata

A human szivizommintakat a sertések mintaihoz hasonloan, a 3.1.1-es pontban leirtaknak
megfelelden készitettiik el6, majd az igy kapott szoveti homogenizdtumok PACAP-38 szintjéta 3.1.3

pontban leirtakkal megegyezé mddon, ,,szendvics”-tipusi ELISA modszerrel végeztiik el.

3.2.2.2. PACI receptor vizsgalata emberi szivizommintakban

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a PACI receptor mennyiségének fehérje szintii
valtozasat, Western blot analizist végeztiink a korabban leirtaknak megfeleléen (Baranyai et al.
2015). Ennek soran a fagyasztott szivizommintakat radioimmunprecipitacios teszt pufferoldataban
homogenizaltuk (RIPA; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, US), amit HALT proteaz és
foszfatdz inhibitoros oldattal egészitettiink ki (Thermo Scientific, Waltham, MA). Minden mintabol
azonos mennyiségll fehérjét tartalmazo oldatot negyed annyi, B-merkaptoetanol tartalmu (Thermo
Scientific, Waltham, MA) Laemmli puffer oldattal kevertiink 6ssze. Az igy kapott elegybdl a fehérjék
elvalasztasa  4-20%-os  natrium-dodecil-szulfatot ~ tartalmaz6  gradiens  poliakrilamid
gélelektroforézissel tortént (Bio-Rad, Hercules, CA, US), allandé fesziiltségen. Az elvalasztott
fehérjék polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra torténd atvitelét Trans-Blot® Turbo™ Transfer
rendszer (Bio-Rad, Hercules, CA, US) segitségével végeztik el. A membran nem-specifikus
kotohelyeinek telitésére 5 %-os marha szérum albumint alkalmaztunk (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
0,05%-o0s Poliszorbat-20 tartalmt Tris pufferalt sooldatban (0,05% TBS-T; Sigma, St. Louis, MO,
US) szobahdémérsékleten, 2 6ran keresztiil. Ezutan a PVDF membrant PAC1-receptor ellenes primer
antitesttel (anti-ADCYAP1R1/PACL: 1:2500, cat. No: SAB2900695, Sigma, St. Louis, MO, US;
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GAPDH: 1:10000, cat. No: 2118, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) inkubaltuk 4 °C-on egy
¢jszakan at. Haromszori 0,05%-0s TBS-T oldatos oblitést kovetden a membrant HRP-konjugalt
masodlagos antitesttel inkubaltuk (anti-rabbit: 1:5000, cat. No: 7074; Cell Signaling, Danvers, MA,
USA) két oran keresztiil, majd ismételt TBS-T oldatos 6blitést alkalmaztunk. Az antigén-antitest
komplexek kimutatasara Chemidoc XRS+ kemilumineszcencia kitet (Bio-Rad, Hercules, CA, US)
hasznaltunk. A denzitometrias analizisek Image Lab™ program (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

segitségével torténtek.
3.3. Statisztikai elemzések

Statisztikai analiziseket az SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL,
USA) programmal végeztiik. Minden esetben el6szor Kolmogorov-Smirnov és Shapiro-Wilk
normalitds tesztet végeztink az adatok normal eloszlasdnak vizsgalatdra. A csoportok kozotti
kiilonbségek vizsgéalatira (pl. kiilonb6z0 malac szivizomrészek kozott, akut vs. kronikus
szivelégtelenség, ischaemids vagy nem-ischaemiés cardiomyopathia vs. kontroll csoportok) egyutas
ANOVA tesztet végeztiink esetszamtol fliggden Tukey vagy Bonferioni post-hoc teszttel kiegészitve.
STEMI vizsgalatunk soran a plazma PACAP-38 valtozasokat Friedman, majd Wilcoxon post-hoc
teszttel igazoltuk. Szdveti PACI receptor intenzitdsanak meghatarozasakor a kiilonb6z6 etiologiaju
betegek (ICM — NICM) és az egészséges kontrollok kozti kiilonbséget Mann-Whitney teszttel
vizsgaltuk. Kutatasunk soran szamos paraméter (PACAP-38, troponin, NT-proBNP, C-reaktiv
protein (CRP), rutin laborparaméterek, echocardiographias paraméterek, tarsbetegségek, gyogyszeres
¢és eszkozOs terapia) kozotti interakciot vizsgaltunk Spearman-korreldcios teszt segitségével. A
korrelacios koefficiens (r érték) alapjan kiilonbozé erdsségli pozitiv (= 0-1) és negativ (r= -1-0)
korrelaciot kiilonitettiink el. Tovabba multivariancia analizist végeztiink a kiilonb6zd befolyasolo
tényezok esetleges additiv hatdsanak vizsgalatira tobbszords linearis regresszid alkalmazaséaval.
Minden esetben p<0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. Sertésmodellek szoveti PACAP
szintjének vizsgalatakor a malacokra jellemzd, jelentds individudlis PACAP szintbeli szoras
kikiiszobolésére relativ PACAP értékekkel (%) szamoltunk. Ezen értékek a mért szoveti PACAP-38
szintek kontroll mintdk (= a Sham-operalt bal kamrai mintak atlaginak) PACAP-szintjé¢hez
viszonyitott szazalékos aranya. Kutatdsunk masodik felében, végstadiumu szivelégtelenség miatt
transzplantacion atesett betegek szivizommintdinak vizsgalatakor a PAC1 receptor intenzitds
meghatarozasanal relativ PACI1 receptor intenzitassal szamoltunk, melyet a PAC1 receptor denzitasi
adatok gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) denzitasra torténd normalizalassal kaptuk

meg.
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4. Eredmények

4.1. Akut myocardialis infarctus vizsgalata

4.1.1. Szoveti PACAP-38 szintek vizsgalata akut myocardialis infarctus sertés modelljében

A szoveti PACAP-38 szintek detektalasra elsoként azon Sham-operalt sertés sziveket
vizsgaltuk, melyek nem esetek 4t myocardialis infarctuson (MI), 6sszehasonlitva a bal kamrai (BK),
jobb és bal pitvari (JP, BP) mintakat. Szignifikdnsan magasabb (p < 0,001) PACAP-38 szinteket

mértlink a bal kamraban mindkét pitvarhoz képest (9. abra).
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9. dbra: PACAP-38 szintek a kiilonbozo sziviiregekben. Egészséges, Sham-operdalt allatokban a szoveti
PACAP-38 szint szignifikansan magasabb volt a bal kamraban (BK), mint a bal (BP) vagy jobb
pitvarban (JP). A ,,box plot” diagram az interkvartilis terjedelmet és a median értékeket szemlélteti.
Az individudlis értékeket fekete pont vagy négyzet dbrazolja. Statisztikai analizis egyutas ANOVA,
Tukey post-hoc teszt alkalmazdsdval tértént. ** p<0,001 vs. Sham-operdlit csoport BK. n=7-8.

Ezt kdvetden a bal kamra kiilonb6z0 régidibol szarmazé bal kamrai szovetmintadk PACAP-38

szintjét hataroztuk meg a Sham és MI csoportban is. Minden allattol két BK mintat vizsgaltunk: az

crer

bal kamra nem-ischaemias régiojabol (MI-BK-NI) szarmazott. A Sham csoportban szintén két BK

mintat vizsgaltunk, mely mintdk az MI allatok BK-I és BK-NI mintdinak megfelel6é régiokbol
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szarmaztak. A Sham csoportban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a két BK régiobodl vett
mintdk kozott (p = 0,902), igy ezen mintakat egy csoportként kezeltiik, mint Sham-BK csoport.
Ugyan az ischaemids BK (MI-BK-I) ¢s a Sham-BK mintak relativ PACAP-38 szintje kdzott nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget, a nem-ischaemias BK (MI-BK-NI) mintak PACAP-38 szintje
szignifikansan alacsonyabb volt, mind az ischaemias régiohoz (MI-BK-1) (p = 0,040), mind a kontroll
allatok BK (Sham-BK) mintajahoz képest (p < 0,001) (10. &bra).
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10. abra: A szoveti PACAP-38 szintek kozotti kiilonbség a kiilonbozé bal kamrai mintak kozott Sham-operalt
dllatokban (Sham) és myocardialis infarctuson, majd 3 oras reperfuzion dtesett (MI) allatokban. Az
adatokat a Sham-BK PACAP-38 szintjének szdzalékos értékeként tiintettiik fel. A ,, box plot” diagram az
interkvartilis terjedelmet és a median értékeket szemlélteti. Az individualis értékeket fekete pont, négyzet
vagy hdromszég dbrdzolja. Statisztikai analizis egyutas ANOVA, Tukey post-hoc teszt alkalmazdsaval

tortent. *p < 0,05, ** p < 0,001 vs. Sham-BK csoport. n=7.

A myocardialis infarctuson atesett (MI) sertés csoportban 6sszehasonlitottuk a kiilonb6z6
sziviiregek és kamrafal részek PACAP-38 szintjeit. Bal kamrai ischaemiés (BK-I) €s nem-ischaemias
(BK-NI), bal (BP) és jobb pitvari (JP) mintakat vizsgalatunk két modellben: a 90 perces ischaemiat
kovetden 3 és 72 Oras reperfiizid alkalmazasaval. Szignifikansan alacsonyabb (p < 0,001) PACAP-
38 szintet mértiink a nem-ischaemias BK régioban (BK-NI) az ischaemiashoz (BK-I) képest a 3 oras
reperfizids csoportban (11.A. abra). Tovabba mindkét pitvarban (BP, JP) mért PACAP-38 szint
szignifikansan alacsonyabb volt az ischaemids BK mintadkhoz (BK-I) képest (p < 0,001). A 72 oras
reperflzios csoportban hasonl6 tendenciat figyeltiink meg: alacsonyabb BK-NI (p = 0,012) és pitvari
PACAP-38 szinteket (BP: p =0,014; JP: p=0,025) mértiink ebben a kisérletben is a BK-I mintakhoz
képest (11.B abra).
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Relativ PACAP-38 szintl

A PACAP-38 szint 3 éraval Ml utan B PACAP-38 szint 72 6raval Ml utan
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11. abra: Széveti PACAP-38 szintek Osszehasonlitasa a kiilonbozo sziviiregekben és kamrai
falrészletekben 3 ordval (A) és 72 oraval (B) a myocardialis infarctus (MI) utin. A ,,box plot”
diagram az interkvartilis terjedelmet és a medidan értékeket szemlélteti. Az individudlis értékeket
fekete pont vagy négyzet abrazolja. Statisztikai analizis egyutas ANOVA, Tukey post-hoc teszt
alkalmazasaval tortént. * p < 0,05, ** p < 0,001 vs. BK-I csoport. n=7-8.

A kiilonb6z6 ischaemias kondicionalasi technikak esetleges hatasat is vizsgaltuk a szoveti
PACAP-38 szintekre (12. abra). Bal kamrai ischaemias régiobol szarmazé mintakat vizsgaltunk
myocardialis infarctuson atesett, pre- post- vagy ismételt ischaemiés kondicionalast alkalmazva. Nem

volt szignifikans kiilonbség (p > 0,05) a hdrom kiilonb6z6 kondicionalasi technika kozott (12. bra).
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12. abra: Széveti PACAP-38 szintek kozotti kiilonbségek Sham-operalt (Sham), myocardialis
infarctuson (MI) dtesett dllatok ischaemids kondiciondldsi technikak alkalmazdsa nélkiil (MI-BK-1)
és ischaemidas prekondicionalds (IPreC), ischaemids postkondiciondlas (IPostC), ismeételt
ischaemias kondiciondlas (RIC) alkalmazasaval. A kiilonbozé BK ischaemids regiobol szarmazo
mintak kozott nem volt detektalhato szignifikans kiilonbség. A ,,box plot” diagram az interkvartilis
terjedelmet, medidan értékeket és az extrém értékeket szemlélteti. Az individudlis értékeket fekete pont
vagy négyzet dabrdzolja. Statisztikai analizis egyutas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt

alkalmazasaval tortéent. n=4-8.

4.1.2. Plazma PACAP-38 szintek vizsgdalata STEMI betegekben

Tizenhat STEMI diagnoézisaval klinikankra felvett beteget (6 nd, 10 férfi, atlag életkkor: 60,3 + 2,96
€v) és 12 kontrollt (7 nd, 5 férfi, atlag €letkor: 48,2 &+ 5,34 év) vontunk be a vizsgalatunkba. Betegeink
rizikofaktorait, tarsbetegségeit, culprit coronaria 1ézidt, a korabbi gyogyszeres terapiat és a

legfontosabb echocardiographias paramétereiket 2. tablazat foglalja 6ssze.
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betegszam 16

dohanyzas 50% dohanyzo, 12.5% korabban dohanyzott
hypertonia 56,25%

diabetes mellitus 25%

hyperlipidemia 31,25%

obezitas 43,75%

ismert ischaemias 12,5%

szivbetegség

kulprit coronaria 1€zi6

a. coronaria sinistra ramus interventricularis anterior (LAD) — 31.25%
a. coronaria sinistra ramus circumflexus (Cx) — 12.5%
a. coronaria dextra (RCA) — 56.25%

korabbi gyogyszeres terapia

ACE gatlo/ ARB —62.5 %

B3 receptor blokkold — 43.75%
thrombocyta aggregacio gatlo — 43.75%
statin/ fibrat terapia — 43.75%
antianginas kezelés — 18.75%

kardialis funkcio
(echocardiographias
paraméterek)

bal kamrai ejekcids frakcio (BK-EF): 49,19% (+10,6)
bal kamrai végdiastolés térfogat (BK-EDV): 135.12 mL (+33.8)
bal kamrai végsystolés térfogat (BK-ESV): 71.81 mL (£25.8)

tablazat: STEMI-n dtesett betegek legfobb demografiai és klinikai jellemzdi (rizikofaktorok, tarsbetegségek,

Culprit coronaria lézio, korabbi gyogyszeres terdpia, legfontosabb echocardiographias paraméterek).

(ACE=angiotenzin-konvertdilo enzim, ARB: angiotenzin-II receptor blokkolé gyogyszer)

A kontroll csoportba olyan klinikdnkon vizsgélt betegeket vontunk be, akik tipusos vagy

atipusos mellkasi panasszal érkeztek, azonban az elvégzett coronarographids vizsgalat ép

coronaridkat igazolt sziikiilet/ plakk nélkiil. A mellkasi panasz hatterében 70%-nal muscolosceletalis

betegség, 30%-nal pedig pszichoszomatikus betegség allt. A kontroll csoport legfébb demografiai és

klinikai jellemzdit (riziké faktorok, tarsbetegségek, korabbi gyogyszeres kezelés) a 3. tiblazat

foglalja Ossze.
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betegszam 12

dohanyzés 8,3% dohdnyz6
hypertonia 33,3%
diabetes mellitus 16,7%
hyperlipidemia 33,3%
obezitas 25,0%

ACE-gatlo/ARB — 25,0%

3 receptor blokkolo — 16,7%
thromboyta aggregacio gatlo — 16,7%
statin/fibrat terapia — 0%

antianginds gyogyszerek — 0%

korabbi gyogyszeres terapia

3. tdbldzat: A kontroll csoport legfébb demogrdfiai és klinikai jellemzdi (riziko faktorok, tarsbetegségek,
kordabbi gydgyszeres kezelés). (ACE=angiotenzin-konvertalé enzim, ARB: angiotenzin-ll receptor

blokkolo gyogyszer)

A STEMI-n atesett betegek plazma PACAP-38 szintjének vizsgélatakor szignifikdnsan
magasabb értékeket mértiink az ischaemias periddusban, a PCI el6tt, majd ezt kovetden szignifikans
csokkenést figyeltiink meg. Szignifikdnsan alacsonyabb PACAP-38 szinteket mértiink 4 6raval a PCI
utdn a kiindulési értékekhez képest (p < 0,001), majd a PACAP-38 szint folyamatosan csdkkent a
vizsgalt periodusban: a 24 6ras PACAP-38 szintek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a 4 ords
értékekhez képest (p < 0,001), valamint a 48 és 24 oras mintak kozott is szignifikans kiilonbséget
detektaltunk (p < 0,001). A kontroll csoport plazma PACAP-38 szintjéhez viszonyitva is
szignifikdnsan magasabb szinteket mértiink a STEMI-n atesett betegek 0 6rds plazma mintaiban (p =
0,037). A 48 6rés értékek azonban szignifikansan alacsonyabbnak bizonyultak a kontroll csoportéhoz
képest (p = 0,009) (13. &bra).
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13.  abra: Plazma PACAP-38 szintek valtozasa STEMI-n atesett betegekben és kontroll csoportban. A ,,box
plot” diagram az interkvartilis terjedelmet, median értékeket és az extrém értékeket szemlélteti. A
percentilisen kiviil esd értékek fekete kor, haromszog vagy rombusz dabrazolja. Statisztikai analizis soran
Wilxcoxon Rank-Sum tesztet valamint a kontroll csoporttal torténd dsszehasonlités esetén egyutas
ANOVA, Tukey post-hoc tesztet alkalmaztunk. **p <0,001, *p <0,05.

Szignifikans (p = 0,035) negativ korrelaciot (r = - 0,305) detektaltunk az dsszes plazma
PACAP-38 és troponin szintek kézott a STEMI csoportban (14. abra). Azonban, ha az idoben
illesztett értékeket kiilon-kiilon vizsgaltuk, nem talaltunk szignifikans 0sszefiiggést a PACAP-38 ¢és
troponin szintek kozott (0 ords értékek: r=- 0,191, p = 0,478, 4 6ras értékek: r = - 0,364, p = 0,301,
24 o6ras értékek: r=- 0,185, p = 0,492, 48 oras értékek: r=- 0,176, p = 0,513).
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14. abra: A plazma PACAP-38 és troponin szintek kozotti korrelacio STEMI-n dtesett betegekben.
Statisztikai analizist Spearman-féle korrelacios teszttel végeztik. p < 0,05 értéket tekintettiink

szignifikansnak.

A myocardialis infarctussal 6sszefiiggd legfontosabb echocardiographias paramétereket
is vizsgaltuk, ugy mint a bal kamrai ejekcios frakcid, a bal kamrai végdiastolés atmérd, a mitralis
regurgitacid6 mértéke, a kiilonb6z6 falmozgaszavarokat jellemz6 szemikvantitativ falmozgas index
(WMSI: wall motion score index). Ezen echocardiographias paraméterek és a kiindulasi PACAP-38
szintek kozott nem talaltunk szignifikans osszefiiggést, tovabba multivariancia analizis sem mutatott

additiv hatast a kiilonboz6 paraméterek ¢s a PACAP-38 értékek kozott (4. tablazat).

Echocardiographias Korrelaciés koefficiens szignifikancia
paraméterek (n (p)
ejekcios frakcio (EF - %) r=-10,059 p =0,829
BK-EDD (mm) r= 0,308 p = 0,246
mitralis regurgitacio (I-IV foku) r=-20,095 p=0,726
falmozgas index (WMSI) r= 0,250 p =0,926

4.  tablazat: Kiilonbozé echocardiographias paraméterek és plazma PACAP-38 szintek kozotti
korrelacio. Statisztikai analizist Spearman-féle korreldacios teszitel végeztiik. p < 0,05 értéket
tekintettiink szignifikansnak. BK-EDD: bal kamrai végdiastolés datméré, WMSI: wall motion score

index.
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Megvizsgaltuk a STEMI {6 rizikofaktorait (hypertonia, diabetes mellitus, hemoglobin
Alc (HbAlc) szint és dohdnyzads) és a kiindulasi PACAP-38 szintek kozotti potencidlis
Osszefiiggéseket is. Szignifikans (p = 0,034) pozitiv korrelaciot (r = 0,533) detektaltunk a hypertonia
¢s PACAP-38 szintek kozott. Ezzel szemben a tobbi vizsgélt rizikéfaktorral nem taldltunk

Osszefiiggést (5. tablazat).

STEMI £6 rizikéfaktorai Korrelacios koefficiens szignifikancia
() ()
¢letkor r= 0,162 p =0,368
hypertonia r= 0533* p =0,034
diabetes mellitus r=-20,157 p =0,563
hemoglobin Alc (HbAlc) r= 0,201 p = 0,456
dohanyzés r=-20,143 p = 0,598

5. tdblazat: STEMI fSbb rizikdfaktorai és a kiindulasi PACAP-38 szintek kozotti korreldacio. Statisztikai

analizist Spearman-féle korreldacios teszttel végeztiik. p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak.

Multivariancia analizis vizsgalattal a kiilonb6z6 rizikofaktorok esetleges additiv hatasat
elemeztiik, melynek soran hyeprtonia és magas HgbAlc érték egyiittes jelentés szignifikans (p =
0,035) pozitiv korrelacioja (r = 0,636) igazolodott a plazma PACAP-38 szintekkel (15. abra). Ezzel
szemben a kontrol csoportban sem individualis, sem pedig additiv effektus nem igazolddott ezen két

rizikofaktor PACAP-38 szintekre gyakorolt hatasara vonatkozoan.
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15.  dbra: Hypertonia és hemoglobin Alc (HbAIc) additiv befolydsolo hatdasa és a plazma PACAP-38 szintek
kozotti osszefiigges STEMI-n atesett betegekben. Statisztikai analizist Spearman-féle korrelacios teszttel

vegeztiik. p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak.

A rutin laborparaméterek (vérzsirok: Osszkoleszterin, LDL, HDL és TG; CRP) és a
plazma szintek kozotti 6sszefliggések vizsgalatakor nem talaltunk szignifikans korrelaciot a vizsgalt
paraméterek kozott (6. tablazat). Multivariancia analizis sem mutatott additiv hatast a kiilonb6zd

laborparaméterek PACAP-38-ra kifejtett esetleges befolyasold effektusara vonatkozolag.

Rutin laborparaméterek Korrelacios koefficiens Szignifikancia
(r) ()
Osszkoleszterin r=—20.127 p= 0.640
LDL r=-0.015 p=0.957
HDL r= 0.100 p=0.712
triglicerid r=-10.027 p=0.922
CRP r= 0.163 p=0.546

6.  tdbldzat: Rutin laborparaméterek és plazma PACAP-38 szintek kozotti dsszefiiggések. LDL: alacsony
denzitasu lipoprotein, HDL: magas denzitasu lipoprotein, CRP: C-rekativ protein. Statisztikai analizist

Spearman-féle korreldcios teszttel végeztiik. p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak.
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Betegeink STEMI el6tt, korabbi antiischaemias gyogyszeres kezelésének esetleges
PACAP-38-ra kifejtett hatasat is vizsgaltuk, azonban nem taldltunk szignifikdns korrelaciot a
kiilonb6z6 gyogyszerek és a kiindulasi plazma PACAP-38 szintek kozott (7. tablazat). Multivariancia
analizis nem igazolt additiv hatast a gyogyszerek PACAP-38-ra kifejtett egylittes effektusaval

kapcsolatban.

Korabbi gyégyszeres terapia Korrelacios koefficiens Szignifikancia
(r) ()
ACE gatlé/ ARB r= 0,252 p =0,346
3-blokkold r=-20,254 p=0,342
thrombocyta aggregacio gatlo r=-—0,039 p=0,130
statin/fibrat kezelés r=-10,308 p = 0,246
antianginés gyogyszerek r= 0,041 p =0,880
7. tablazat: Betegeink korabbi antiischaemids gyogyszeres kezelése és a kiindulasi plazma

PACAP-38 szintek kozotti osszefiiggések. Statisztikai analizist Spearman-féle korreldcios teszttel
végeztiik. p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak. ACE: angiotenzin konvertdz enzim, ARB:

aniotenzin-receptor blokkolo.
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4.2. Szivelégtelenség, ischaemias cardiomyopathia (ICM) és nem-ischeamias

cardiomyopathia (NICM) vizsgalata

4.2.1. Szivelégtelen betegek vérmintdinak vizsgalata

4.2.1.1. Kiilonbozo stadiumu szivelégtelen betegek plazma PACAP-38 szintjének 6sszehasonlito

vizsgalata

PACAP-38 ¢és a szivelégtelenség kozotti dsszefiiggések vizsgalatakor elsoként arra kerestiik
a valaszt, hogy kimutathato-e dilatativ cardiomyopathia miatt gondozott kronikus szivelégtelen
betegek plazmajabol a PACAP-38, és ha igen, ezen szintek mutatnak-e barmiféle korrelaciot a DCM
fontos markereivel, mint az NT-proBNP vagy az EF. Kezdeti vizsgalatunkba 42 DCM miatt
gondozott beteget (atlagéletkor: 64,4 + 5,7 év, 83,3% férfi, 16,7% nd) vontunk be. Az ismert
szivbetegség mellett betegeink 73,4%-a hypertonia, 40,5%-a diabetes mellitus miatt is kezelés alatt
alltak. Azonban az elvégzett korreldcids analizis nem mutatott szignifikdns Osszefiiggést ezen
tarsbetegségek €s a plazma PACAP-38 szintek k6zott (p>0,05). Tovabba a nem, az életkor és szamos
rutin laborparaméterrel végzett vizsgalat sem igazolt szignifikans korrelaciot a PACAP-38 szintekkel
(8. tablazat).

Korrelacios koefficiens Szignifikancia
(r) ()

¢életkor r=0,015 p=0,438
nem r=0,037 p=0,101
Tarsbetegségek

hypertonia r=0,020 p =0,990
diabetes mellitus r=0,098 p=0,373
Rutin laborparaméterek

Osszekoleszterin r=0,024 p = 0,550
LDL r=0,107 p=0,798
HDL r=0,067 p=0,981
triglicerid r=0,022 p=0,574
karbamid r=0,123 p =0,881
kreatinin r=0,063 p =0,437

8. tdbldazat: PACAP-38 szintet potencidlis befolydsolo tényezék vizsgalata. LDL: alacsony denzitdsu
lipoprotein, HDL: magas denzitasu lipoprotein, CRP: C-rekativ protein. Statisztikai analizist Spearman-

féle korrelacios teszttel végeztiik. p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak.
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Etiologia alapjan két csoportra bontottuk betegeinket: egy ischaemias DCM csoportra (n=9),
amikor a szivelégtelenség hatterében egyértelmi coronariabetegség, pl. egy korabbi myocardialis
infarctus allt fent, tovabba egy primer DCM csoportra (n=33), amikor a coronariabetegség, illetve
mas oki tényez6 — pl. mérgezés, alkohol — egyértelmiien kizarhaté volt. PACAP-38 és NT-proBNP
szintek kozotti Osszefiiggések vizsgadlatakor a primer DCM betegcsoportban nem taldltunk
szignifikans korrelaciot (r = 0,19, p = 0,06). Ezzel szemben az ischaemids DCM csoportban
szignifikans negativ korrelaciot detektaltunk a két vizsgalt marker kozott a kiilonbozo sulyossagi
csoportokban. Enyhe szivelégtelenség esetén (NT-proBNP < 500 pg/ml) szignifikans erés negativ
korrelacio (r = - 0,834, p = 0.039), kozepes sulyossagu szivelégtelenség esetén (NT-proBNP= 500-
3000 pg/ml) kozepesen erds negativ korrelacid (r = - 0,573, p = 0,021), mig sulyos
szivelégtelenségben (NT-proBNP > 3000 pg/ml) gyenge negativ korrelacio ( r= - 0,271, p = 0,042)
igazolodott a PACAP-38 és NT-proBNP szintek kozott. Az ejekcios frakcidval torténd vizsgalatok
soran EF és NT-proBNP szintek kozott szignifikans negativ korrelaciot detektaltunk (r =- 0,395, p =
0,021). Ezen 6sszefiiggésben nem igazolodott szignifikans kiilonbség a primer (r=- 0,410, p = 0,019)
¢s ischaemias (r=- 0,386, p =0,035) DCM csoport kozott. Ezzel szemben a PACAP-38 ¢és EF szintek

kozott nem talaltunk szignifikdns Osszefiiggést.

4.2.1.2. Akut, dekompenzalt és kronikus kompenzalt szivelégtelen betegek, valamint nem-szivelégtelen

kontroll csoport PACAP-38 szintjének dsszehasonlito vizsgalata

Tizenharom akut szivelégtelenség miatt hospitalizalt (atlagéletkor: 66,5 + 3,7 év), 33 kronikus
szivelégtelenség miatt gondozott (atlagéletkor: 65,9 + 3,8 év) beteget és 13 nemben és korban
illesztett kontrollt (atlagéletkor: 65,8 £4,0 év) vontunk be vizsgalatunkba. Akut szivelégtelenség
csoportunkba, olyan ICM vagy NICM miatt gondozott betegeket soroltunk, akik a csokkent ejekcids
rendelkeznek, és akut kardialis dekompenzacid (jelentdsen csokkent terhelhetdség, nyugalmi
panaszok, NYHA 1lI-IV st.) miatt osztalyos felvételt igényeltek. Ezzel szemben kronikus
szivelégtelen betegcsoportunkba olyan ICM/NICM-es betegek tartoznak, akik ismert, gondozott
HFrEF betegek, azonban jelenleg kompenzaltak, terhelhetségiik betegségiiknek megfeleléen
elfogadhaté (NYHA II st.), és reguléris kontroll vizsgalatra érkeztek ambulanciankra. A nemben és
korban illesztett kontroll csoportba olyan atipusos mellkasi panasz/ hypertonia miatt klinikdnkon
megfordult betegeket vontunk be, akiknél az echocardiographids vizsgalat kizarta barmely

strukturalis szivbetegség lehetdségét (EF> 55%), valamint coronarographia vagy coronaria CT

48



vizsgalat ép koszoruér rendszert igazolt. Vizsgalt betegeink és a kontroll csoport legfontosabb

demografiai és klinikai paramétereit a 9. tdblazat tartalmazza.

Akut Kroénikus
szivelégtelenség szivelégtelenség Kont(r r?:” fg;) port
(n=13) (n=33)
atlagéletkor (év) 66,5 + 3,7 65,9 + 3,8 65,8 +4,0
nem 33% né 34,3% nd 31% nd
67% férfi 65,7 % férfi 69% férfi
ejekciods frakcio (%) <40 % <40 % >55 %
NYHA stadium HI-1V. st. 1. st. l. st.
Kardialis statusz dekompenzalt kompenzalt nem szivelégtelen
Tarsbetegségek
hypertonia 69,2 % 87,9 % 46,1 %
diabetes mellitus 46,2 % 42,4 % 15,4 %
pitvarfibrillacio 53,8 % 36,4 % 7,7%
Gydgyszeres terapia
ACE gatlé/ ARB 100 % 100 % 38,5 %
3-blokkold 100% 100 % 38,5 %
MRA 76,9 % 81,8 % 0%
diuretikum 92,3 % 84,8 % 15,4 %
ivabradin 23,1 % 9,0 % 0%
digoxin 15,4 % 15,2 % 0%
Eszkozos terapia
CRT 46,15 % 33,33% 0%
ICD 38,46 % 36,36 % 0%

9. tablazat: A vizsgalt betegek (akut és kronikus szivelégtelenség) és a kontroll csoport fobb demogrdfiai és
klinikai paraméterei. NYHA: New York-i Kardiologus tarsasag funkciinalis beosztasa, ACE: angiotezin-
konvertaz enzim, ARB: angiotenzin-II receptor blokkolo, MRA: mineralokortikoid receptor antagonista,

CRT: kronikus reszinkronizacios terapia, ICD. implantalt cardioverter defibrillator.

Els6ként a kiilonb6z6 csoportok plazma PACAP-38 szintjét vizsgaltuk. Akut
szivelégtelenség esetén szignifikdnsan magasabb plazma PACAP-38 szinteket detektaltunk a

kronikus szivelégtelen betegcsoporthoz (p < 0,001) és a kontroll csoporthoz képest (p < 0,001) is. A
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kronikus szivelégtelen betegcsoportban szignifikansan alacsonyabb plazma PACAP-38 értékeket
detektaltunk nem csak akut betegcsoporthoz képest (p < 0,001), hanem a szivelégtelenség

szempontjabol egészséges kontroll csoporthoz képest (p = 0,001) is (16. abra).
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16. dbra: Plazma PACAP-38 szintek akut, dekompenzalt (n=13) és kronikus, kompenzalt szivelégtelen
(n=33) betegekben és a kontroll csoportban (n=13). A ,,box plot” diagram az interkvartilis terjedelmet,
median értékeket és az extrém értékeket szemlélteti. Az individualis értékeket fekete pont, négyzet vagy

haromszog abrazolja. Statisztikai analizis egyutas ANOVA, Tukey post-hoc teszt alkalmazasaval tortént.

*p <0,05,** p<0,001.

A szivelégtelenség széleskorben alkalmazott prognosztikai markere, az NT-proBNP és a
PACAP-38 szintek kozotti 0sszefliggéseket is tanulmanyoztuk. Akut szivelégtelen betegcsoportnal
nem taldltunk szignifikdns korrelaciot (r = - 0,307, p = 0,09) a két vizsgalt marker kozott, mig
kronikus betegeinknél egy enyhe negativ korrelaciot (= - 0,349, p= 0,049) detektaltunk.

crer

ischaemids) az akut szivelégtelenség miatt hospitalizalt betegeknél egy pozitiv Osszefiiggés volt
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megfigyelheté a PACAP-38 és NT-proBNP szintek kdzott (17.A abra), bar szignifikans korrelaciorol
ebben az esetben sem beszélhetiink. Ezzel szemben a krénikus szivelégtelen betegcsoportban
multivariancia analizissel szignifikans (p < 0,001) jelentds negativ korrelaciot (r = - 0,746)

detektaltunk (17.B abra).
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crer

(ischaemidas vagy nem-ischaemids cardiomyopathia ICM — NICM). p < 0,05 értéket tekintettiink

szignifikansnak.

A plazma PACAP-38 szint esetleges befolyasol6 tényezOk — tarsbetegségek, kiillonbozo
gyogyszeres ¢€s eszkozds terdpias lehetdségek, echocardiographids paraméterek ¢és rutin
laborparaméterek — vizsgalatara korrelacios vizsgalatokat €és multivariancia analizist végeztiink. Ezen
vizsgalatok nem igazoltak szignifikans individualis vagy additiv hatast a PACAP-38 szintre (10.

tablazat).

51



Korrelacios koefficiens Szignifikancia
(r) ()

Tarsbetegségek
hypertonia r=-0,095 p=0,532
diabetes mellitus r= 0,003 p = 0,983
pitvarfibrillacié r= 0,064 p=0,671
Terapia
ACE gatl6/ ARB - -
3-blokkolo - -
MRA r=0,031 p=0,178
diuretikum r=0,081 p=0,708
ivabradin r=0,206 p=0,326
digoxin r=0,048 p =0,822
CRT r = 0,005 p=0,973
ICD r=0,067 p = 0,659
Echocardiographias paraméterek
EF (%) r= 0,113 p = 0,456
BK-EDD (mm) r= 0,063 p = 0,689
JK-EDD (mm) r=-0,012 p=0,938
Mitralis regurgitacio r= 0,045 p=0,776
Tricuspidalis regurgitaciod r= 0,034 p=0,827
IVC (mm) r= 0,067 p=0,671
Rutin laborparaméterek
Osszekoleszterin r=0,043 p=0,736
LDL r=0,183 p=0,474
HDL r=0,041 p = 0,826
triglicerid r=0,033 p =0,354
karbamid r=0,010 p = 0,946
kreatinin r=0,100 p=0,514

10. tablazat: PACAP-38 szintet potencialis befolydsolo tényezdk vizsgalata. ACE: angiotezin-konvertdz enzim,
ARB: angiotenzin-II receptor blokkolo, MRA: mineralokortikoid receptor antagonista, CRT: kronikus
reszinkronizdcios terdpia, ICD: implantadlt cardioverter defibrillator, EF: ejekcios frakcio, BK-EDD: bal
kamrai végdiastolés datmérd, JK-EDD: jobb kamrai végdiastolés atmeérd, IVC: vena cava inferior, LDL:
alacsony denzitasu lipoprotein, HDL: magas denzitasu lipoprotein. Statisztikai analizist Spearman-féle

korrelacios teszttel végeztiik. p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak.
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Ezzel szemben a C-reaktiv protein (CRP) és PACAP-38 szintek kozotti dsszefiiggések
vizsgalatakor az Gsszes beteg vonatkozdsdban gyenge pozitiv korrelaciot (r = 0,385, p = 0,001)
detektaltunk. Multivariancia vizsgalat figyelembe véve a szivelégtelenség tipusat (akut vagy kronikus
DCM) a plazma PACAP-38 és CRP szintek kozott jelentds pozitiv korrelaciot (r = 0,742, p< 0,001)
igazolt (18. abra).
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18. dbra: Osszefiiggés plazma C-reaktiv protein (CRP) és PACAP-38 szintek kézétt. Multivariancia
analizis, mely figyelembe veszi a szivelégtelenség tipusat is (akut vagy kronikus szivelégtelenség). p <

0,05 érteket tekintettiink szignifikansnak.

Az eddigi beteganyagbol 31 szivelégtelen (12 akut, 19 kronikus) beteg és 9 f6 kontroll
esetében citokin (IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a) vizsgalatokat is végeztiink. A
kronikus szivelégtelen betegcsoportban szignifikdnsan alacsonyabb citokin szinteket detektaltunk
mind az akut szivelégtelen, mind pedig a kontroll csoporthoz képest IL-18 (akut: p= 0,011, kontroll:
p= 0,002), IL-2 (akut: p= 0,002, kontroll: p<0,001) és IL-4 (p= 0,025, kontroll: p=0,004) mérések

soran a (19. abra).
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19. dbra: IL-18 (A), IL-2 (B) és IL-4 (C) szintek akut (n=12), krénikus szivelégtelenségben (n=19) és a
kontroll csoportban (n=9). A ,,box plot” diagram az interkvartilis terjedelmet, median értékeket és az
extrém értékeket szemlélteti. Az individualis értékeket fekete pont, négyzet vagy haromszog abrazolja.

Statisztikai analizis egyutas ANOVA, Tukey post-hoc teszt alkalmazasaval tortént. *p < 0,050, **p<
0,001.

IL-10 citokin esetében az akut szivelégtelen betegeknél mértiink szignifikdnsan (p=0,023)
magasabb értékeket a kontroll csoporthoz képest (20. abra).
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20. dbra: 1L-10 szintek akut (n=12), krénikus szivelégtelenségben (n=19) és a kontroll csoportban (n=9). A
,,box plot” diagram az interkvartilis terjedelmet, median értékeket és az extrém értékeket szemlélteti. Az
individualis értékeket fekete pont, négyzet vagy haromszog dabrazolja. Statisztikai analizis egyutas ANOVA,

Tukey post-hoc teszt alkalmazasaval tortént. * p < 0,05.
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Ezzel szemben IL-6, TNF- a és IFN-y szintek k6zott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
kiilonboz6 alcsoportokban. A kiilonbozd citokin szintek és a plazma PACAP-38 szintek kozott
végzett korrelacios vizsgalatok sordn IL-18, IL-2, IL-4 és IL-10 citokinekkel szignifikdns pozitiv
korrelacio igazolodott. Multivariancia analizis elvégzésével, mely figyelembe vette a
szivelégtelenség tipusat (akut/ kronikus) ezen korrelacios egylitthatok még szorosabb pozitiv

Osszefiiggést igazoltak a vizsgalt citokinek és a plazma PACAP-38 szintek kozott (11. tablazat).

Multivariancia analizis

Korrelacids vizsgalat (+ akut/ kronikus

Citokinek szivelégtelenség)
Korrelaciés | Szignifikancia | Korrelaciés Szignifikancia
koefficiens (r) (p) koefficiens (r) (p)

IL-18 r=0,539 p = 0,002 r=0,780 p < 0,001
IL-2 r=0,494 p = 0,005 r=0,812 p <0,001
IL-4 r=0,481 p = 0,006 r=0,800 p < 0,001
IL-10 r=0,367 p =0,042 r=0,799 p <0,001

11. tablazat: Kiilonbozé citokinek (IL-1f3, IL-2, IL-4 és IL-10) és PACAP-38 szintet kozotti korrelacio
Spearman-féle korrelacios teszt alkalmazasaval, valamint a szivelégtelenség tipusat (akut vagy kronikus

tipus) is figyelembe vevo multivariancia analizissel. p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak.

4.2.2. Emberi szivizom vizsgalata

Szivelégtelenségre vonatkoz6 vizsgéalatunk harmadik felében olyan sulyos, végstadiumu
szivelégtelenség miatt gondozott betegek szivizomzatat vizsgaltuk, akik szivtranszplantacion estek
at. Osszesen 23 szivelégtelen beteg koziil 11 NICM (47,8 %) és 12 ICM (52,2 %) miatt keriilt a
szivtranszplantacids listara. A vizsgélt betegek legfontosabb antropometriai és hemodinamikai

paramétereit a 12. tablazat foglalja dssze.
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NICM ICM

(n=11) (n=12)
atlagéletkor (év) 39,18+ 3.4 59,42 +3.,8
nem 90,9 % férfi 91,7 % férfi

9,1 % nd 8,3 % nd
Echocaridographias paraméterek
BK-EDD (mm) 75,45 + 3,1 72,92 +1,9
BK-ESD (mm) 67,34+29 65,75+ 1,8
EF (%) 17,09 + 1,4 21,92+23
Hemodinamikai paraméterek
perctérfogat (L/perc) 4,03 £0,22 4,28 £0,56
atlagos szivfrekvencia (iités/perc) 104,5+3,1 74,33 +49
atlagos systolés vérnyomas (Hgmm) 99,56 £3.4 107,17+ 4,9
atlagos diastolés vérnyomas (Hgmm) 62,89 £4,1 56,58 £4,6

12. tablazat: Az altalunk vizsgalt ischaemidas (ICM) és nem-ischaemias cardiomyopathia (NICM)
miatt  szivtranszplantaciora  keriilt  betegek legfontosabb antropometriai, echocardiographidas és
hemodinamikai paraméterei. BK-EDD: bal kamrai végdiastolés atmérs, BK-ESD: bal kamrai vegsystolés

atmero, EF: ejekcios frakcio.

A 23 szivelégtelen beteg mellett kontroll csoportként 12 egészséges, balesetben elhunyt
személy (atlagéletkor: 31,11 £ 3,1, 50% férfi, 50% nd) szivizomzatat vizsgaltuk.

Szivizomzat homogenizatumbol végzett vizsgalatok soran szoveti PACAP-38 szinteket
hataroztuk meg a kiilonb6z6 csoportokban. Szignifikansan magasabb szoveti PACAP-38 szinteket
mértlink az egészséges kontroll csoport szivizomzatidban mind a NICM (p= 0,007), mind pedig az

ey

kozott (NICM és ICM) nem talaltuk szignifikans kiilonbséget (21. abra).
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21. abra: Szoveti PACAP-38 szintek nem-ischaemids cardiomyopathia (NICM, n= 11), ischaemids
cardiomyopathia (ICM, n= 12) és egészséges kontroll egyének (n= 12) szivizomzatabol. A ,,box plot”
diagram az interkvartilis terjedelmet, median értékeket és az extrém értékeket szemlélteti. Az individudlis
értékeket fekete pont, négyzet vagy haromszog abrazolja. Statisztikai analizis egyutas ANOVA, Tukey post-
hoc teszt alkalmazdsaval tortént. * p < 0,050, ** p< 0,001 vs. kontroll csoport.

A betegek esetében korrelacios vizsgalatokat végeztiink NT-proBNP szintekkel, kiilonbz6
echocardiographias paraméterekkel, tovabba szamos rutin laborparaméterrel. Ezen korrelacios
vizsgalatok azonban egyik esetben sem igazoltak szignifikans Osszefliggést a vizsgalat potencialis

befolyasold faktorok és a szoveti PACAP-38 szintek kozott (13. tablazat).

57



Korrelaciés koefficiens Szignifikancia
(r) (p)

NT-proBNP (pg/mL)
Osszes beteg r=-0.167 p=0.435
NICM r=-0.041 p =0,899
ICM r=-0.254 p=0,425
multivariancia analizis r=-0.187 p =0,688
Echocardiographias paraméterek
EF (%) r= 0,146 p=0,494
BK-EDD (mm) r= 0,167 p =0,369
JK-EDD (mm) r=-0,177 p = 0,407
hatso fal vastagsaga (mm) r= 0,240 p =0,451
septum vastagsdga (mm) r= 0,197 p = 0,540
Rutin laborparaméterek
Osszekoleszterin r= 0,068 p=0,751
LDL r= 0,089 p=0,693
HDL r= 0,057 p=0,766
triglicerid r= 0,129 p = 0,567
karbamid r=-0,031 p = 0,887
kreatinin r=-0,122 p=0,578
natrium r=-0,280 p = 0,196
kalium r=-0,307 p=0,154

13. tabldzat: A szoveti PACAP-38 szintet potencidlisan befolydsolo tényezdk vizsgdlata. NT-proBNP,

kiilonbozo echocardiographias és laborparaméterek valamint a széveti PACAP-38 szintet kozotti

crer

vagy nem-ischaemias cardiomyopathia — ICM vagy NICM) is figyelembe vevé multivariancia analizissel.
NICM: nem-ischaemias cardiomyopathia, ICM: ischaemidas cardiomyopathia, EF': ejekcios frakcio, BK-
EDD: bal kamrai végdiastolés atmers, JK-EDD: jobb kamrai végdiastolés atmérd, LDL: alacsony

denzitasu lipoprotein, HDL: magas denzitasu lipoprotein. p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak.

A szoveti PACAP-38 szintek mellett PAC1 receptorok relativ intenzitasat is vizsgalatuk a
rendelkezésre allo szivizommintakbol. NICM betegcsoportban szignifikansan alacsonyabb PACI
receptor intenzitdst detektaltunk az egészséges kontrollokhoz képest (p = 0,045). Ezzel szemben az
ICM betegcsoportban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a PACI1 receptor intenzitasaban a

kontroll csoporttal 6sszevetve (p = 0,145) (22. 4bra).
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22. abra: PACI receptor relativ intenzitas nem-ischaemids cardiomyopathia (A) (NICM, n=11) és ischaemids
cardiomyopathia (B) (ICM, n=12) miatt kezelt betegek vs. kontroll csoport (n=12). (C) és (D) dabrik a
szkennelt, reprezentativ Western blot képeket mutatjak. PACI receptor szintek GAPDH-ra normalizalt
ertékek. A ,,box plot” diagram az interkvartilis terjedelmet, median értékeket és az extrem értékeket
szemlélteti. Az individualis értékeket fekete pontok és négyzetek dabrazoljak. Statisztikai analizis Mann-

Whitney teszt alkalmazdasaval tortént. * p < 0,05 vs. kontroll csoport.
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5. DiszKusszio

A PACAP kardioprotektiv szerepét az elmult évtizedekben elvégzett szamos in vitro és
allatkisérletes vizsgalat bizonyitotta, azonban nagyon kevés klinikai adat 4ll rendelkezésiinkre ezen
hatasaval kapcsolatban (Sano et al. 2002, Gasz et al. 2006a, 2006b, Rdcz et al. 2007, 2008, Réth et
al. 2009, Alston et al. 2011, Reglddi és Tamas 2016, Reglidi et al. 2016). Vizsgalatainkban éppen
ezért olyan kardiologiai korképekre fokuszaltunk, mely betegségek etioldgidjaban, progresszidjaban
a PACAP az eddigi kisérletes eredmények alapjan feltehetdleg fontos szerepet tolthet be. Elsoként
vizsgaltuk a kiilonb6z6 PACAP szinteket akut myocardialis infarctusban egy zart mellkast
reperfizidos myocardialis infarctus kisérletes sertés modellben, tovabba klinikai vizsgalatokat
végeztiink STEMI miatt hospitalizalt betegeken és nemben, korban hozzajuk illesztett kontroll
egyéneken. A kisérletes eredmények alapjan egy masik klinikai szempontbol relevans korkép, a
szivelégtelenség és a PACAP kozotti osszefliggéseket is vizsgaltuk (Otto et al. 2004, Gasz et al.
2006a, 2006b, Racz et al. 2007, Mori et al. 2010, Subramaniam et al. 2017). Kiilonb6z6 stadiumu
szivelégtelen betegek, majd késébb akut €s kronikus szivelégtelenség miatt kezelt ICM és NICM

betegek €s a hozzajuk illesztett kontroll csoport 6sszehasonlitd vizsgélatat is elvégeztiik.

Kutatasunk az elsé transzlaciés tanulmany, melyben akut myocardialis infarctus ¢és
reperfuzios sertés modell €és STEMI betegek vizsgalata soran tanulmanyoztuk mind a széveti mind a
plazma PACAP-38 szinteket ¢és ezek Osszefliggéseit a myocardialis infarctus lefolyasat befolyasold
egyéb paraméterekkel. Elséként Sham-operalt, kontroll sertés sziveket vizsgaltuk meg, hogy
Osszehasonlitsuk a kiilonbozd sziviiregek szoveti PACAP-38 szintjét. Hoover és munkatarsai
korabban kimutattak egér szivben a PAC1 receptor mRNS-ét, és nem talaltak szignifikans regionalis
kiilonbséget a kiilonb6z6 pitvarok és kamrak kozott (Hoover et al. 2013). Ezzel szemben nem allt
rendelkezésiinkre hasonlo kisérletes eredmény a szoveti PACAP szintekre vonatkozodan.
Szignifikansan magasabb PACAP-38 értékeket mértiink a bal kamrai mintakban (Sham-BK) a
pitvarbol szarmazo mintakhoz (Sham-BP, Sham-JP) képest, mely felveti PACAP-38 bal kamrai
tovabbi vizsgalataink sordn a bal kamréra fokuszaltunk.

A Sham-operalt és infarctuson atesett MI sertés szivek vizsgalatakor szignifikansan
alacsonyabb PACAP-38 szinteket mértiink az infarctuson atesett nem-ischeamias BK-i
szivizommintdkban (MI-NI-BK) az ischaemias régiokhoz képest (MI-1-BK), mig az ischaemids
régiok nem mutattak szignifikans kiilonbséget a Sham-BK mintaihoz képest. Feltételezziik, hogy a

két kiilonboz6 bal kamrai régié (MI-BK-NI és MI-BK-I) funkcionélisan nem fiiggetlenek egymastol,
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mert a myocardialis infarctus altal okozott extenziv szisztémas hatasok (emelkedett bal kamrai
toltényomas, szimpatikus aktivitds — emelkedett katecholamin kidramlas, a nem-ischaemias régiok
kompenzal6 hyperkinesise, gyulladdsos és extracellularis matrix folyamatok aktivalodasa) az egész
bal kamrat érintik (Schomig 1990, Fang et al. 2015, Lindsey et al. 2018). Ennek megfeleléen a
kiilonb6zé bal kamrai régiokban (MI-BK-NI ¢és MI-BK-I) bekovetkezett valtozasok erds
Osszefliggésben allnak egymassal.

A szoveti mintak egyik legfobb PACAP-38 forrdsa a myocitak kozti idegrostok (Reglddi et al.
2016, Toth et al. 2020). Alston kimutatta, hogy a myocardialis infarctuson atesett bal kamra (MI-BK)
régiokhoz ¢és a Sham kontroll szivekhez képest is. Azonban nem detektaltak PACAP-38
immunpozitiv rostokat a peri-infarctusos régioban (Alston et al. 2011). Ezen eredmények
alatamasztjak vizsgalatunkat, melyben szignifikdnsan alacsonyabb PACAP-38 szinteket mértiink a
nem-ischaemias BK teriiletekben. Habar az idegrostok kdrosodnak az ischaemids régioban, mi nem

detektaltunk szignifikansan alacsonyabb PACAP-38 szinteket az inkartusos bal kamra ischaemias

crer

crer

al. 2011). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy az idegkarosodas altal okozott PACAP szint
csokkenést a sejtekbdl €s az extracellularis matrixbol szarmazé PACAP immunoreaktivitas képes
kompenzalni. Mindemellett jol ismert a PACAP immunmodulator hatasa is, igy az immunstatusztol,
az adott betegségtol és az életkortdl fliggden képes gyulladascsokkentd hatést kifejteni a kiilonbozo
pathologias allapotokban (Dénes et al. 2019). Az akut myocardialis infarctus kezdetben egy
szisztémas pro-inflammatorikus valaszt indit, majd késObb egy antiinflammatorikus valasz
kovetkezik, mely a gydgyulasért, hegképzddésért és a regeneralddasi folyamatokért felelds (Ong et
al. 2018). igy az sem kizarhat6, hogy ezen folyamatokon keresztiil az ischaemias/reperfiizios
karosodas képes triggerelni egy lokdlis PACAP expressziét vagy az endogén PACAP re-
distribuciojat. A pro- és antiinflammatorikus fazisok kozti &tmenetet a cardiomyocytak, endothelialis
sejtek, fibroblastok és a velesziiletett és szerzett immunrendszer kozti interakciok szabalyozzak.
Allatkisérletiinkben homogenizalt szivmintakat vizsgalatunk, melyek feltehetdleg az 6sszes PACAP-
38 forrast tartalmaztdk (macrophagok, myocytak és idegelemek), igy a fent emlitett kompenzald
mechanizmusok miatt nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az infarctusos bal kamra ischaemias
régioja (MI-BK-I) és a Sham bal kamrai mintak kozott.

Az elmult évtizedekben szdmos preklinikai vizsgalat fokuszalt a kiilonbozd ischaemids

kondicionalasi technikdkra, igéretes eredményeket publikdlva ezen technikdk myocardialis
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ischaemias vagy reperfuzidos karosodast redukald hatasarol (Hausenloy et al. 2017). Sajat
kutatdsunkban meghatdroztuk az infarctuson atesett sertések ischaemias bal kamrajanak szoveti
PACAP-38 szintjeit kiilonb6zé ischaemids kondiciondldsi technikdt kovetden. Az altalunk
alkalmazott modellben az ischemias pre- és postkondicionalasi eljarasok nem befolyasoltak a szoveti
PACAP-38 szintet szignifikdins modon. Azonban tekintettel a kiilonbdz6 csoportok alacsony
esetszamaira, ezen eredmények korlatozottan értékelhetdek. A kérdés tisztazasa céljabol tovabbi
vizsgalatokat tartunk sziikségesnek.

Ezen allatkisérletes eredmények alapjan inditottuk klinikai vizsgéalatunkat akut STEMI miatt
hospitalizalt betegek bevonasaval. Jelenleg csupan kevés klinikai adat all rendelkezésiinkre a PACAP
szintekkel kapcsolatan kardiologiai betegek vonatkozéasédban. Egy korabbi klinikai vizsgalatunkban
szignifikdnsan magasabb jobb fiilcse szoveti PACAP-38 szinteket mértiink kronikus ischaemias
szivbetegekben a billentyiibetegekhez képest (Szdanto et al. 2012). Azonban eddig nem volt
informécionk emberi plazma PACAP szintekrdl akut myocardialis infarctusban.

STEMI betegekben szignifikansan magasabb kezdeti plazma PACAP-38 szinteket mértiink a
PCI-t megelézéen az egészséges kontrollokhoz képest, majd PCI-t kdvetéen ezen értékek
szignifikans csokkenése volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a 48 o6raval PCI utan levett mintak
szignifikansan alacsonyabb értéket mutattak a kontroll csoport értékeihez képest. Az infarctuson
atesett betegek kezdeti, kontrollokhoz képest szignifikansan magasabb PACAP-38 szintje felveti
annak lehetdségét, hogy a PACAP-38 estlegesen fontos szerepet tdlthet be az ischaemias
myocardialis 1ézidk patomechanizmusaban, és ezaltal potencidlis prognosztikai biomarkerré valhat
akut myocardialis infarctusban.

Jelen klinikai eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a PACAP {4 forrasa azon szervek,
melyek igazolt modon a legmagasabb PACAP koncentracioval birnak, mint az agy és az endokrin
mirigyek. Myocardialis infarctus esetében az emelkedett plazma és szoveti PACAP szintek az
idegrostokbol, cardiomyocytakbol és macrophagokbol szdrmazhatnak (Alston et al. 2011, Reglodi et
al. 2016, Toth et al. 2020). Tovabba az is lehetséges, hogy az akut myocardialis infarctust az
atheroscleroticus coronariak talajan szamos korabbi ischaemias epizod elézte meg, s igy a
prekondicionalas részeként novelhette a plazma PACAP-38 szintet. Valamint a 48 oraval PCI-t
kovetden detektalt jelentésen csokkent plazma PACAP-38 koncentracid a vizsgalat neuropeptid
basalis szintjét reprezentalhatja, hangstilyozva az alacsony plazma PACAP-38 szint prediktiv értékét

akut myocardialis infarctusban.

Az jol ismert, hogy a PACAP védo hatassal bir az oxidativ stressz indukalta apoptosissal

szemben mind neuronalis és nem-neuronalis sejtek esetében (Gasz et al. 2006a,2006b, Mori et al.
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2010, Fabian et al. 2012, Horvath et al. 2019, Toth et al. 2020). Munkacsoportunk korabbi
kisérletében neonatalis patkdny cardiomyocyta sejtkultiran vizsgélta a PACAP kezelés hatasait
ischaemia/reperfuzid (I/R) altal indukalt apopotézisban. PACAP kezelés hatdsara szignifikdnsan
megnott a cardiomyocytak viabilitasa és csokkent az apoptosis a PKA-Bad-14-3-3 és az Akt-Bad-14-
33-33 jelatviteli utakon keresztil (Rdcz et al. 2008). Ezen eredményeket igazoltdk ROth és
munkatarsai vizsgélatai is, melyben a PACAP véddhatdsat igazoltdk I/R indukalta karosodassal
szemben caspase-3 ut gatlasa és foszfo-Bad és — Bcel utak aktivalasa altal 1étrehozott antiapoptotikus
hatasokon keresztiil (R6th et al. 2009).

A PACAP-38 ¢és troponin szintek kozti Osszefliggések vizsgalatakor az Osszes érték kozott
egylittesen szignifikans negativ korrelacié igazolddott, mig az id6ben illesztett (0, 4, 24 ¢s 48 6ras)
szintek kozott nem volt szignifikans Osszefiiggés. Azonban ezen Osszefiiggés tobb okbol
korlatozottan értékelhetd. PCI-t kovetden a revascularisationak kdszonhetéen a szérum troponin
szintek csokkenése varhat6. Bar a szérum troponin értékek kinetikajaban nagy variabilitas lathatd a
kiilonb6z6 fiziologiai (nem, €letkor, rassz) és patologiai (veseelégtelenség, tiiddbetegség, strukturalis
szivbetegség) tényezok miatt. Mindemellett a coronaria 1€zi6 kiterjedtsége (teljesen vagy atmenetileg
elzart coronaria — ,,slow flow” vagy ,,no flow” fenomenon jelenség) ¢és a panaszok kezdetétdl a
revaszkularizacioig eltelt id6 is jelentés mértékben képes befolyasolni a troponin szinteket (Korley és
Jaffe 2013, Frohlich és Leistner 2017, Weil et al. 2018). Korabbi tanulmanyok bizonyitottak, hogy
az infarctus méretének megallapitdsara a troponin szintek pontos, gorbe alatti teriilet (AUC: area
under the curve) meghatdrozas modszerével torténd meghatarozasa alkalmas lehet. Ezen modszer
soran legalabb 6-8 alkalommal torténd troponin mérés sziikséges (Thygesen et al. 2018). A legtijabb
terapias MI ajanlasnak megfeleloen az altalunk vizsgélt betegek 48 oOra utan aktiv rehabilitaciora
keriiltek, igy a 48 oras troponin mérések utani tovabbi mérésekre technikailag nem volt lehetdséglink,
mely vizsgalatunk egyik 6 limitaciojat jelenti (Ibanez et al. 2017). Ugy gondoljuk, hogy a szérum
troponin szintek nagy egyéni variabilitasa és az AUC kalkulacié hidnya magyarazza az atalunk mért
gyenge O0sszefiiggést a troponin és PACAP-38 szintek kozott.

A myocardialis infarctus kiilonbozd rizikofaktorainak PACAP szintre kifejtett potencialis
befolydsold hatdsat vizsgalva nem taldltunk szignifikdns Osszefliggést a diabetes mellitus, a
dohényzas, az emelkedett lipid szintek €s a vizsgalt polipeptid szintek kozott. Korabbi vizsgéalatok
eredményének megfelelden az életkorral sem talaltunk szignifikdns Osszefiiggést, mely alapjan
elmondhat6, hogy az éltkor nem befolyédsolja a plazma PACAP szinteket. Azonban szignifikans
pozitiv korrelaci6 igazolddott a kezdeti PACAP-38 szintek és a hypertonia kozott, mely eredmény
felhivja a figyelmiinket az 6sszefliggésre a PACAP-38 és a STEMI egyik legfontosabb rizikofaktora

kozott. Korabbi in vitro és allatkisérletes eredmények kissé ellentmondasosak a PACAP ¢és a

63



hypertonia kozotti sszefliggések tekintetében. A PACAP ¢és PACI1 receptorok bizonyitottan jelen
vannak a cardiorespiratoricus szimpatikus halézatban, mely tény aldtdmasztja a vizsgalt peptid
fontossagat a vérnyomas szabalyzasaban (Farnham és Pilowsky 2010, Farnham et al. 2012).
Tovabba, multivariancia analizissel szignifikans jelentOs pozitiv korrelaciot igazoltunk a hypertoniés
¢s hemoglobin Alc (HbAlc) értékek additiv hatasa és a PACAP-38 szintek kozott. Ezek alapjan
felmeriil, hogy a hypertonias €s a kezeletlen diabetes mellitus egyiittesen — magas rizikot képviselve
STEMI kialakulaséara és kiterjedésének mértékére — szoros kapcsolatban allnak a magas PACAP
szintekkel. Diabetes mellitus szintén a myocardialis infarctus f6 rizik6 tényezd6i k6z¢ tartozik, korabbi
adatok alapjan szintén izgalmas Osszefiiggéseket mutatva a PACAP polipeptiddel. Szdmos vizsgalat
igazolta a PACAP antidiabetikus hatdsat a gliikkoz-indukalta inzulinszekréci6, a pancreas
adott fokozott gliikagon valaszon keresztiil (Persson és Ahren 2002, Yamamoto et al. 2003, Sakurai
etal. 2011). Ezenfeliil, kiilonb6z6 allatkisérletekben bizonyitottak a PACAP fontos protektiv szerepét
diabeteses nephropathia, retionpathia és a kiilonb6z6 vascularis komplikaciok esetében (Bdanki et al.
2014, Szabadfi et al. 2016, Solymar et al. 2018). A HbAlc diabetes mellitusban széles korben
alkalmazott marker a glikémias kontroll, s ezaltal a terapia effektivitisanak monitorozasara. Annak
ellenére, hogy a hypertonia és a HbAlc jelentds pozitiv additiv hatdsa igazolodott a PACAP-38
szintek vonatkozasaban, nem talaltunk szignifikdns korrelaciot a diabetes mellitus vagy a HbAlc
szintek és a plazma PACAP-38 szintek kozott a STEMI miatt kezelt betegeknél. Tovabbi klinikai
vizsgalatok sziikségesek a myocardialis infarctus kiilonb6z6 rizikofaktorai altal a plazma PACAP
szintre kifejtett hatdsok pontos mechanizmusainak feltérképezésére.

Minden STEMI-n atesett betegnél felvételének masodik napjan részletes szivultrahangos
vizsgalatot végeztiink a legiijabb echocardiographias ajanlasoknak megfeleléen (Writing Group
Member et al. 2019). Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést a kiilonb6z6 echocardiographias
paraméterek, gy mint a bal kamrai ejekcios frakcio (BK-EF), a kiilonb6z6 falmozgaszavarokat
jellemz6 szemikvantitativ falmozgéas index (WMSI: wall motion score index), €és a kezdeti plazma
PACAP-38 szintek kozott. Fontos megemliteni, hogy a korai echocardiographias mérések infarctust
kovetden reperfuzion (sikeres PCI-n) atesett betegeknél félrevezetdek lehetnek, ugyanis a systolés
bal kamra funkcio (igy az azt reprezentald EF) jelentds javulast mutathat a reperfiziot kovetd elsé 14
napban (Solomon et al. 2001, Serrao et al. 2018). Az életképes, azonban atmenetileg ,,bodult”, un.
,,stunned” myocardium teljes felépiilése akar 4-6 hétig is eltarthat (Kloner 2020), igy az infarctus
utani valédi ,,maradék bal kamra funkcid” meghatirozasa 6 hét utan lehetséges.

Klinikai STEMI vizsgalatunkba bevont betegek tobb, mint 50 %-a myocardialis infarctusa el6tt

is szedett legalabb egy antiischaemids vagy antianginds gyodgyszet, igy jogosan mertilt fel a kérdés,
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vajon ezen gyogyszerek alkalmazasa bir-e barmiféle befolyasold hatéssal az altalunk mért plazma
PACAP-38 szintekre. Azonban korrelacids analizisek elvégzésével nem detektaltunk szignifikans
Osszefiiggést a korabban szedett gyogyszerek €s a kezdeti plazma PACAP-38 koncentraciok kozott,
igy feltételezziik, hogy ezek a gyogyszerek nem befolyadsoljak az infarctus soran kialakult plazma
PACAP-38 szinteket. Azonban sem klinikai, sem kisérletes adat nem all rendelkezésiinkre a
leggyakrabban alkalmazott gyogyszeres kezelések és a PACAP-38 szintek kozotti esetleges
interakciokrol, igy ennek a kérdésnek a tisztazasara a késGbbiekben nagy esetszamu klinikali

vizsgalatok sziikségesek.

e ey

gyulladascsokkentd, immunmodulator multifunkcionalis neuropeptid feltehetéleg a csokkent
ejekcios frakcioju szivelégtelenség (HFrEF) patomechanizmusara, prognozisara is hatassal lehet
ischaemias) cardiomyopathia miatt gondozott betegeket vizsgaltunk. Els6ként mutattuk ki ezen
betegek plazma mintdjabol a PACAP-38 aktivitast, tovabba szignifikdns negativ korrelacio
igazolodott a kiillonb6z6 PACAP-38 ¢s NT-proBNP szintek kozott, mely eredmények felvetették a
PACAP-38 esetleges prognosztikai szerepének lehetdségét szivelégtelenségben. Az elmult évtizedek
soran megfigyelhetd intenziv biomarker kutatas hatterében az a tény all, hogy a ma rutinszertien,
széles korben alkalmazott szivelégtelenség prognosztikai markere, az NT-proBNP 6nmagaban nem
elég szenzitiv és specifikus, szdmos tarsbetegség (pl. veseelégtelenség, szisztémas gyulladassal jaro
korképek, 1ddsebb életkor) és akar gyogyszerek (pl. digitalis, aspirin, kalcium csatonra blokkolok,
metoprolol) is befolyasolhatjak a szintjét (Davis et al. 2006, Troughton és Richards 2009, Rerth et
al. 2020, Han et al. 2020, McDonagh et al. 2021). Szamos prognosztikai faktor, igy az NT-proBNP
esetén is jelentds kiilonbségeket mérhetiink akut, dekompenzalt és kronikus, kompenzalt
szivelégtelenség esetén. Igy tovabbi vizsgalataink soran ezen alcsoportokra is fokuszaltunk,
szignifikans kiilonbségeket igazolva az akut €s kronikus szivelégtelen betegek és egészséges kontroll
egyének plazma PACAP-38 szintjei kozott. Mindemellett vizsgaltuk azon faktorokat, melyek
esetleges befolyasoljak ezen plazma PACAP-38 szinteket.

Eredményeink alapjan egyértelmiien latszik, hogy a plazma PACAP-38 szintek érzékenyen
jelzik a kronikus, kompenzalt szivelégtelenség akut dekompenzacidja soran bekovetkezd
hemodinamikai és pathophysiologiai valtozasokat. Szignifikdnsan magasabb plazma PACAP-38
szinteket igazoltunk az akut, dekompenzalt szivelégtelenség miatt hospitalizalt betegek esetében a
kronikus, kompenzalt betegek és az egészséges kontroll csoport értékeihez képest is. Az akut

szivelégtelenségben mért magasabb PACAP-38 szint része lehet az akut ,,stressz reakcionak (=
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response to injury)” , mely a hirtelen roml6 bal kamrai ejekcids frakcio kovetkeztében alakul ki
(Njoroge és Teerlink 2021). Feltételezésiink szerint ez a reaktiv jelenség egy szisztémas protektiv
valasz része lehet, melynek célja a cardiomyocyta karosodas csokkentése. Perna és munkatarsai 115
HFrEF miatt hospitalizalt beteget vizsgalata soran a paciensek tobb mint felénél sulyos
cardiomyocyta kdrosodast igazoltak. A cardiomyocyta karosodas mértéke szoros korrelacidot mutatott
a szivelégtelenség progresszidjaval (Perna et al. 2004). A myocyta karosodas hatterében az oxidativ
stressz, apoptosis és nekroptézis allhatnak. A PACAP effektiv véddhatassal bir cardiomyocyta
sejtkultiraban az oxidativ stressz-indukalt apoptosissal szemben. PACAP kezelés hatasara
szignifikdnsan csOkkent caspase-3 aktivitas és szignifikdnsan magasabb antiapoptotikus Bcl-2 és
phospho-Bad expresszi6 igazolddott (Gasz et al. 2006, Racz et al. 2008). A PACAP kezelés képes
gatolni az oxidativ stressz indukalta proapoptotikus hatdsokat a JNK és p38-MAP kindz utvonalakon
keresztiil endothel sejtekben (Rdcz et al. 2007). Akut szivelégtelenséghez hasonldan jelentés PACAP-
38 felszabadulast igazoltunk a kordbban részletezett STEMI miatt kezelt betegeknél, ahol a PCI el6tti
mérések mutattdk a legmagasabb PACAP-38 szinteket a 4, 24. 48 o6ras mintadkhoz és a kontroll
csoporthoz képest is. Mindemellett szamos egyéb nem cardiovascularis rendszert érinté akut vagy
életet veszélyeztetd korképben igazoltak emelkedett PACAP szinteket az egészséges kontrollokhoz
képest, mint pl. kiilonb6z6 intracerebralis vérzésekben. Ezen betegeknél a PACAP koncentracio
szoros asszociaciot mutatott az intracerebralis vérzés stlyossagaval (Ma et al. 2014, Jiang et al.
2016). Szignifikdnsan magasabb PACAP szinteket mértek akut traumés agykdrosodott betegek
plazma és gerincvel6i folyadékmintaiban (Bukovics et al. 2014, Toth et al. 2020). Mindezen
eredmények alapjan felmeriil annak lehetdsége, hogy a PACAP-38 egy altalanos biomarker
funkciéval birhat, melynek szintje a karosodas sulyossadgaval aranyosan valtozik, mint egy protektiv
markerként antioxidans, antiapoptotikus és antiinflammatorikus valaszreakciokat beinditva az akut
sejtkarosodas kdvetkezményeképpen.

Ezzel szemben a kronikus, kompenzalt szivelégtelen betegcsoportban szignifikdnsan
alacsonyabb plazma PACAP szinteket mértiink nem csak a mar emlitett akut dekompenzalt
csoporthoz, de az egészséges kontrollokhoz képest is. Ez az inverz dsszefiiggés arra utalhat, hogy az
alacsony plazma PACAP szint a szivelégtelenség progndzisa szempontjabol egy negativ prediktiv
marker lehet. Az alacsonyabb PACAP-38 szintek feltehetéleg gyengitik a kardioprotektiv
mechanizmusokat, ezaltal a betegek hajlamosabba valnal a szivelégtelenség gyors, tovabbi
progresszidjara. Mori és munkatarsai doxorubicin indukalta cardiomyopathia egérmodelljében
vizsgaltak a PACAP esetleges hatasat a szivelégtelenség progressziojara. A PACAP-deficiens
homozigota és heterozigdta egereknél egyarant szignifikdnsan alacsonyabb systolés bal kamra

funkciodt, tdgabb bal kamra 4tmérdket, ezaltal sokkal rosszabb progndzist, szignifikdnsan magasabb
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mortalitasi ratat igazoltak a vad tipushoz képest. Eredményeik alapjan az endogén PACAP fontos
szerepet tolthet be a cardiomyocyta védelemben, hidnya pedig rosszabb prognozisi
szivelégtelenséghez vezethet (Mori et al. 2010). Egy masik, kardiotoxikus agensként mitoxandront
alkalmazo6 in vitro modellben PACAP kezelés hatasara szighifikansan jobb — kevésbé karosodott —
systolés bal kamra funkciot igazoltak a kezelésben nem részesiild csoporthoz képest, ezzel
alatamasztva a PACAP potencialis kardioprotektiv hatasat (Subramaniam et al. 2017). Azonban ezen
kardioprotektiv hatdsok és a PACAP esetleges prognosztikai szerepének pontosabb tisztazasara egy
longitudinalis, utdnkdvetéses vizsgalat lenne sziikséges csokkent ejekcios frakcioval jarod
szivelégtelen betegek bevonasaval.

PACAP-38 ¢és az NT-proBNP kozotti dsszefiiggések vizsgalata soran enyhe negativ korrelaciot
detektaltunk a két marker plazmaszintje kozott a kronikus szivelégtelen betegcsoportban. Azonban
multivariancia analizissel, a cardiomyopathia etiologiat is (ICM vagy NICM) figyelembe véve
jelentds negativ korrelacid igazolddott, mely eredmény felhivja a figyelmet a PACAP-38 ¢és a
cardiomyopathia etiologidja kozotti potencidlis Osszefliggésekre. Tovabba ezen eredményeinket
alatamasztja els6 szivelégtelenségre fokuszald vizsgalatunk is, melynek sordn az ischaemias
etiologidji szivelégtelen betegcsoportban szignifikans negativ korrelaciot igazoltunk a PACAP ¢és
NT-proBNP szintek kozott. Ezen eredmények alatdmasztjak feltételezésiinket, mely szerint kronikus
szivelégtelenségben mért alacsonyabb PACAP szint a rosszabb prognézis markere lehet a magas NT-
proBNP szinthez hasonloan. Akut, dekompenzalt szivelégtelenségben azonban — ellentétben a
kronikus csoporttal — a két vizsgalat paraméterek kozott pozitiv tendencia volt megfigyelhetd. Akut
dekompenzacio esetén a plazma NT-proBNP szintek a volumen- és nyomasterhelés kovetkeztében
kialakult fokozott pitvari falfesziilés miatt jellemzéen megemelkednek (Mueller et al. 2019). Ebbél
addédoan a prognosztikai értéke alacsonyabb a terdpianaiv akut, dekompenzalt periddusban a
kompenzalt, stabil szivelégtelenséghez képest (Mueller et al. 2019). Egyre t6bb klinikai tanulmany
veti fel annak a lehetdségét, hogy a PACAP kiilonbozd korképek diagnosztikai vagy akar
prognosztikai markere lehet, bar az a kérdés, hogy az aktualisan mért plazma PACAP szintek a
betegség lefolyasa kovetkeztében alakulnak ki, vagy épp hozzédjarulnak a betegség lefolydsahoz
egyeldre még tisztazatlan.

A PACAP-38 és CRP szintek kozott igazolt pozitiv korrelacio szintén megerdsiti a PACAP-38
potencialis biomarker szerepének lehetdségét szivelégtelenségben. Korabbi vizsgalatok eredményei
alapjan elmondhato, hogy az infekcioval nem Osszefliggd CRP szintemelkedés szisztémas kardialis
stressz valasz részjelensége lehet, ezaltal prognosztikai szereppel birhat szivelégtelenségben (Castelli
et al. 2004). Vizsgalatunk soran bevalogatott betegeknél minden esetben kizarasra keriilt az esetleges

akut infekcio lehetésége. PACAP és CRP szintek kozott, akut dekompenzalt betegeiknél detektalt
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szignifikans, erds pozitiv korrelacié osszhangban all korabbi vizsgéalatunk eredményeivel is, ahol
polytrauma akut fazisaban hasonl6 pozitiv 6sszefliggéseket talaltunk a két paraméter kozott (Tamds
et al. 2021). Multivariancia analizissel azonban a teljes (akut és kronikus szivelégtelen) beteg
populécio esetében igazolddott a szignifikdns pozitiv korrelaci6 PACAP és CRP kozott, tovabb
erésitvén a PACAP fontossagat szivelégtelenségben. Egy korabbi vizsgalatunkban szintén
szignifikans pozitiv korrelaciot igazoltunk a PACAP és CRP szintek kozott politraumads betegek akut
fazisdban (Tamads et al. 2021). Fontos megemliteni, hogy a cirkulaldé PACAP-38 szintjének
meghatarozds Onmagaban nem Dbiztos, hogy megfeleléen szenzitiv a szivelégtelenség
progresszidjanak vagy a terapiara adott valasz megitélésére, igy a jovoben egyeéb kardialis
biomarkerekkel (pl. NT-proBNP, CRP) egyiittes mérése és értékelése lenne sziikséges.

Szivelégtelenség kiilonb6z6 alcsoportjai végzett pro- €s antiinflammatorikus citokin vizsgalok
soran valtoz6 eredményeket kaptunk. IL-18, IL-2 és IL-4 esetén szignifikdnsan alacsonyabb citokin
szinteket mértiink a kronikus szivelégtelen csoportban mind az akut, mind pedig a kontroll csoporthoz
gatlo, B-blokkold, MRA) hatasara a szérum citokin szintek jelentésen csokkennek (Zhang et al. 2017,
Gage et al. 2004, Lappegard et al. 2015). Mindemellett ezen gyulladasos markerek szintjét a CRT-
terapia — kiilonos tekintettel a responder egyénekre — is jelentds mértékben befolyasolhatja
(Lappegard et al. 2015). Jelen vizsgalatunkban betegeink az optimalis maximalis toleralhatd dozisu
terapiaban részesiiltek, mely 80% feletti maximalis bazalis terdpiat jelent. Minden betegiink részesiilt
ACE-gatlo és B-blokkolo kezelésben, 81,8%-uk pedig MRA kezelést is kapott. Szamos korabbi
vizsgalat foglalkozott mar a kiilonb6z6 pro- és antiinflammatorikus citokinek esetleges szerepével
szivelégtelenségben, azonban a kapott eredmények ellentmondasosak (Bartekova et al. 2018, Hanna
es Frangogiannis 2020). Habar néhany cikk magasabb citokin értékekrdl szamolt be szivelégtelen
betegeknél, azonban mi feltételezziik, hogy az altalunk mért alacsonyabb citokin szintek hatterében
a bazis terapiat maximalisan részesiilo betegek extrém magas aranya allhat. Tovabba néhany kutatas
kiilonb6z6 citokin szintbeli eltéréseket mutatott ki a szivelégtelenség sulyossaga és a NYHA statusz
vonatkozasaban (Zhang et al. 2017, Ji et al. 2018). Szignifikansan magasabb citokin szinteket talaltak
a sulyosabb, NYHA klasszifikéacio szerint III-IV. stadiumu szivelégtelen betegek esetén. Az altalunk
vizsgalat kronikus szivelégtelen betegek mind kompenzalt kardialis statusszal birtak, NYHA I-II
stadiumba tartoztak, mely szintén magyarazhatja az altalunk mért alacsonyabb citokin szinteket.

Az antiinflammatorikus IL-10 esetében szignifikdnsan magasabb citokin szinteket mértiink
akut szivelégtelen betegeknél a kontroll csoporthoz képest, valamint az IL-10 és plazma PACAP-38
szintek kozott szignifikans pozitiv korrelacio igazolodott, kiilondsen abban az esetben, ha

multivariancia analizissel a szivelégtelenség tipusat (akut/kronikus) is figyelembe vettiik. Az IL-10
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¢és szivelégtelenség potencialis Osszefliggéseit széles korben vizsgaltdk mar mind kisérletes
koriilmények kozott, mind klinikai tanulmédnyok soran. Antiinflammatorikus citokinként az 1L-10
remodellinget. Azonban ROS-gatlason keresztiil képes a citokin indukalt oxidativ stressz
csokkentésére is (Kaur et al. 2009). Egy szivelégtelenséget vizsgald egér-modellben rekombinans
human IL-10 adasat kovetden jobb tulélést igazoltak a kontroll csoporthoz képest (Lacraz et al. 1995).
Egy masik vizsgélatban szoros 0sszefiiggést talaltak IL-10 és TNF-a szintek kozott, mely egyensuly
inflammatorikus valaszreakcion keresztiil fontos szerepet tOlthet be a szivelégtelenség
progressziojaban (Kaur et al. 2009). Szivelégtelen betegekben szignifikansan magasabb IL-10-
szekretalo B-sejt szinteket detektaltak, mely felveti az IL-10 esetleges protektiv szerepét akut,
dekompenzalt szivelégtelenségben (Guo et al. 2015).

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az IL-6, IFN-y és TNF-a szintek kozott akut és
kronikus szivelégtelenség, valamint a kontroll csoport 6sszehasonlitadsa soran, habar szdmos vizsgalat
szamolt mar be ezen citokinek jelentésen emelkedett plazmaszintjérol akut, dekompenzalt
szivelégtelenségben (Lappegdrd et al. 2015, Hanna és Frangogiannis 2020). Néhany klinikai
vizsgalat fokozott IL-6 szintézist/ expressziot mutatott szivelégtelen betegeknél, masoknal azonban
ez az eredmény nem igazolddott (Hanna és Frangogiannis 2020). Ezen ellentmondasos adatok
hatterében feltehetdleg a kiillonbozo etioldgiaja és stadiumu szivelégtelenség mellett az eltéro terapias
stratégiak allhatnak (Hanna és és Frangogiannis 2020). Az IFN-y pontos szerepe a szivelégtelenség
patomechanizmusaban és progresszidjaban még mindig tisztazatlan, ugyanis a limitdlt szamu
allatkisérletes és klinikai vizsgalatok eredményei is ellentmondasosak (Levick és Goldspink 2014).
IFN-y overerexpresszio esetén egérmodellben fokozott pro-inflammatorikus citokin és
chemokinvalasz alakul ki, mely szivelégtelenség kialakulasahoz vezet. Masrészrél képes ROS
gatlason keresztiil direkt antioxidans hatast is kifejteni, igy nem egyértelmii, hogy az IFN-y a
szivelégtelenség kialakulasaban determinans vagy protektiv szerepet tolt be (Levick és Goldspink
2014). Kronikus szivelégtelen betegekben magasabb IFN-y expressziot igazoltak a kontroll
csoporthoz képes, felvetve a kérdést, hogy a gatlasa talan terapias elénnyel jarhatna (Fukunaga et al.
2007). Azonban direkt antioxidans hatasa miatt felmertilt annak a lehetdsége is, hogy 6nmagaban az
IFN-y-t potencialis citokin terapiaként alkalmazzak (Levick és Goldspink 2014). A legszélesebb
korben vizsgdlt, a szivelégtelenség €s kardialis remodelling teriiletén legigéretesebb eredményeket
mutato inflammatorikus citokin a TNF-a. Szamos kutatas igazolt magasabb TNF-a plazma szinteket
HFrEF betegekben, szignifikans korrelaciot mutatva a betegség prognodzisaval és a magasabb
mortalitassal. Meglepd modon azonban az esetleges terapias TNF-a-gatlokkal végzett vizsgalatok

novekvo Osszmortalitast és kardialis hospitalizacids ratat igazoltak (Chung et al. 2003). Fontos
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kiemelni azonban, hogy a szivelégtelenség optimalis bazisterapiaja a kiilonboz6é pro- és
antiinflammatorikus citokinek szintjére is jelentds befolyasolod hatdssal birhat. B-blokkold kezelés
utan szignifikansan alacsonyabb IL-6 szinteket mértek szivelégtelen betegeknél (Matsumura et al.
2002). Tovabba ACE-gatl6 és B-blokkold kezelések alkalmazéasa soran alacsonyabb IFN-y és IL-6
szinteket detektaltak a terapianaiv betegekhez képest (Gage et al. 2004). Mindezen tényezOok
(kiilonboz6 etiologia, stadium, bazis terapia) jelentds befolyasold hatassal birnak a pro- és
antiinflammatorikus citokinek szintjére, mely magyarazatot adhat az eltéré eredményekre.
Szivelégtelenséggel foglalkozd tanulmanyunk maésodik felében szivtranszplantacion atesett
betegek szivizom mintait vizsgaltuk. Korabban mar vizsgaltuk szivizommintak széveti PACAP-38
¢s PACAP-27 szintjeit, minden esetben szignifikansan magasabb PACAP-38 szinteket mértiink a 27
aminosavbol all6 PACAP formahoz képest. Mindkét forma esetén szignifikansan magasabb szdveti
(Szdnto et al. 2012). ICM és NICM miatt kezelt, végstadiumu szivelégtelen betegek szoveti PACAP-
38 szintjei kozott nem taldltunk szignifikans kiilonbséget, azonban mindkét csoportban jelentésen
alacsonyabbak voltak ezen értékek az egészséges kontroll egyénekéhez képest. Korabban
diszkutaltaknak megfelelden ezen eredmények hatterében is az allhat, hogy az intracellularis PACAP-
38 felhalmozddas leginkabb az €16, érintetlen sejtekhez kapcsolhato (Reglodi et al. 2016; Szanto et
al. 2021), mely sejtek szama a végstadiuma szivelégtelenségben jelentésen lecsokkent. A
plazmamérésekkel ellentétben a szoveti PACAP-38 és plazma NT-proBNP szintek, valamint a
kiilonboz6é echocardiographids paraméterek kozott nem talaltunk szignifikans Osszefliggést. Bar a
PACAP-38 pontos forrasa nem ismert, azonban legmagasabb koncentracioban az idegekben,
myocytakban, extracellularis matrixban és az infiltrald macrophagok citoplazmajaban mutattak ki
(Alston ez al 2011). Ezen informaciok alapjan ugy gondoljuk, hogy a karosodott cardiomyocytak
vagy a ,.kimeriil6” kompenzalé mechanizmusok kovetkezménye az alacsonyabb széveti PACAP-38
szint. Mindezt alatdmasztjdk azon irodalmi adatok, melyek a fentiekhez hasonléan végstadiumi
szivelégtelenségben a ,kimeriil6” neurohormonalis rendszer kovetkeztében extrém alacsony
natriuretikus peptid szinteket detektaltak (Miller et al. 2004). Ezen befolyasolo6 tényezok pedig még
Osszetettebbé teszik az esetleges korrelacids vizsgalatok eredményeinek interpretalasat. A szoveti
PACAP szinteket esetlegesen befolyasolo tényezok kisziirésére kiilonb6z6 korrelacios vizsgalatokat
végeztiink, melynek soran nem igazoltunk szignifikans dsszefliggést a PACAP és szamos klinikai,
vizsgalataink eredményeivel 6sszhangban elmondhatjuk, hogy ezen tényezdk nem befolyasoljak az

altalunk mért PACAP szinteket.
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Korabban mar kimutattuk immunhisztokémiai mddszerekkel a PAC1 receptor jelenlétét
ischaemids szivbetegség vagy billentylibetegség miatt extracorporalis keringéses szivmiitéten atesett
betegek jobb pitvari szivizommintdjdban, a szivizomsejtekben, azonban az endocardialis
kotészovetben nem abrazolodott PACI receptor expresszio (Szdnto et al. 2012). Felmeriilt annak a
lehetdsége, hogy a szivelégtelenség etiologidja is esetlegesen befolyasolhatja a PACI receptor
expressziojat, igy jelen tanulméanyunkban ischaemids és nem-ischaemias cardiomyopathia miatt
gondozott, végstadiumu, szivtranszplantacidra szoruld betegek szivizommintdit vizsgaltuk, ¢&s
betegeknél szignifikansan alacsonyabb PACI1 receptor intenzitast igazoltunk Western blot
vizsgalattal az egészséges kontrollokhoz képest, mig az ischaemias csoportban nem volt szignifikans
kiilonbség. Feltehetdleg ennek hatterében az eltérd etioldgia és pathophysiologia allhat. NICM esetén
a szivelégtelenség patomechanizmusdban az apoptosis, myocardialis fibrosis és a kdvetkezményes
kardialis remodelling all (Dadson et al. 2017). Azt feltételezziik, hogy ezen betegeknél a fokozott
cardiomyocyta apoptosis ¢s a komplex gyogyszeres kezelés egylittesen vezetnek az alacsonyabb
PACI receptor intenzitashoz. Ezzel szemben ICM-ben a fent emlitett mechanizmusok mellett az
ismétlédd ischaemias epizodok és a prekondiciondlds jelentds szerepet tolt be a szivelégtelenség
patomechanizmusiban. Az ischaemiis prekondicionalas szamos eldnyos, ischaemiival szemben
protektiv folyamatokat indit el, szdmos faktor termelésén keresztiil (pl. adenozin, bradykinin, opiatok)
(Tomai et al. 1999). Korabban részletezett akut myocardialis infarctus és reperfuzids sertés
modelliinkben nem taldltunk szignifikdns Osszefliggést a kiilonb6z6 ischaemias kondicionald
technikak és a plazma PACAP-38 szintek kozott. Bar arrol nem all rendelkezésiinkre irodalmi adat,
hogy barmiféle Osszefiiggés lenne a kiilonbdzd ischaemids kondicionalasi technikak és PAC1
receptorok expresszidja kozott, a rendelkezésiinkre allo allatkisérletes és klinikai vizsgalatok
eredményei alapjan feltételezziik, hogy az ICM betegeknél detektalt magasabb PACI receptor
intenzitas az ischaemids prekondicionalas potencidlis kovetkezménye lehet. A myocardiumban
igazolt PACI receptorok jelenléte felveti késObbiekben a PACAP esetleges endogén/exogén terapids
alkalmazasédnak lehetéségét kihasznalva az altal kifejtett antiapoptotikus, antioxiddns ¢és
gyulladdscsokkentd hatasokat.

A vizsgalataink korlatait képzik az egyes csoportok alacsonyabb esetszama, igy a PACAP
pontosabb potencialis biomarker funkcidjanak tisztdzasara egy prospektiv, nagyesetszamu, akar

mutlicentrikus vizsgalat tervezésére van sziikség.
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6. Konkluzio

A PACAP egy multifunkcionalis neuropeptid, mely szamos kedvezd (antiapoptotikus,
antioxidans, gyulladascsokkentd) hatasan keresztiil fontos szerepet tolthet be a kardioprotekcioban.
Az igéretes eredményekkel bird kisérletes modellek ellenére azonban kevés klinikai vizsgalat tortént,

melyek a kiilonboz0 cardiovascularis korképekre fokuszalnanak.

Els6ként szamoltunk be a szoveti PACAP-38 szintek valtozasardl egy relevans, nagy allat MI
modellben. Az infarctuson atesett allatok bal kamrajaban mért alacsonyabb PACAP-38 szint az
infarctus miatt bekovetkezett cardiomyocyta karosodassal magyarazhatd. Bar a bal kamrai ischaemias
PACAP-38 infarctusos régidhoz lokalizalt akkumuldcidjdnak és/vagy kamraspecifikus
overexrepsszidjanak lehetOségét, egy lokalis kardioprotektiv hatas részeként. Vizsgélatunk az els6
STEMI betegekkel foglalkozo klinikai PACAP-38 tanulmany, mely magasabb kezdeti plazma
PACAP-38 szinteket igazolt az akut infarctusos betegekben a kontroll csoporthoz képest,
hangstlyozva a PACAP-38 potencidlis akut protektiv szerepét az ischaemids karosodéssal szemben.
Mindemellett a sikeres revascularizatiot kovetden detektalt szignifikans PACAP-38 szint csokkenés
alatamasztja ezt az elméletet. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az altalunk vizsgalt peptid

az antiischaemidas és kardioprotektiv hatasain keresztiil fontos protektiv szerepet jatszhat AMI-ban.

s

és szoveti PACAP38 szintjeit, valamint PAC1 receptor expressziojat vizsgaltuk. Szignifikansan
magasabb plazma PACAP-38 szinteket mértiink akut, dekompenzalt szivelégtelenségben és
alacsonyabb szinteket detektaltunk kronikus, kompenzalt szivelégtelen betegekben az egészséges
kontrollokhoz képest. PACAP-38 erds korrelaciot mutatott a szivelégtelenség fontos biomarkereivel,
mint az NT-proBNP ¢és a CRP. Tovabba szignifikans sszefiiggéseket igazoltunk a plazma PACAP-
38 szintek és kiilonbozd pro- és antiinflammatorikus citokinek kozott. Szoveti PACAP-38 mérések
soran magasabb PACAP szinteket mértiink az egészséges szivizommintdkban mind az ischaemias,
mind a nem-ischaemias cardiomyopathia miatt kezelt betegek mintaihoz képest. Mindemellett
szignifikdnsan alacsonyabb PACI receptor intenzitast igazoltunk NICM esetén az egészséges

kontrollokhoz képest, mig ICM betegcsoportunknak nem taldltunk kiilonbséget.

Eredményeink hangsulyozzadk a PACAP-38 potencialis szerepét a kiillonbdzo cardiovascularis
korképekben, de tovabbi utankovetéses, akar multicentrikus vizsgéalatok sziikségesek annak
tisztazasara, hogy valhat-e a késObbiekben a PACAP-38-bol egy potencidlis, 0j kardidlis

prognosztikai biomarker.
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7. Uj eredmények osszefoglalasa

Kutatdsunk soran a PACAP-38 plazma ¢és szoveti szintjeit vizsgaltuk kiilonboz6 kardioldgiai

korképekben, melynek soran szamos szignifikans eltérést detektaltunk.

7.1. Akut mvocardialis infarctus vizsgalata soran elért Gj eredményeink:

7.1.1. Szoveti PACAP-38 szintek vizsgalata akut myocardialis infarctus sertés modelljében

Alacsonyabb szoveti PACAP-38 szinteket talaltunk a nem-ischaemias bal kamra tertiletén
az ischaemids régiohoz és a Sham-operalt allatok bal kamrajahoz képest.

Alacsonyabb szoveti PACAP-38 szinteket talaltunk a nem-ischaemias bal kamra teriiletén
az ischaemias régiohoz és a Sham-operalt allatok bal kamrajahoz képest is.

Az infarctuson atesett allatok kiillonbozd sziviiregekben ¢és bal kamrai falrészleteinek
Osszehasonlitd vizsgalatakor magasabb PACAP-38 szinteket mértiink az ischaemias bal
kamra teriiletén mind a jobb és bal pitvarhoz és a nem-ischaemiés bal kamrahoz képest is.
Kiilonboz6 ischaemids kondicionalasi technikdk alkalmazédsa sordn nem detektaltunk

szignifikans szoveti PACAP-38 szintbeli kiilonbséget.

7.1.2. Plazma PACAP-38 szintek vizsgalata STEMI betegekben

STEMI miatt hospitalizalt betegeket érintd klinikai vizsgalatunk soran a betegeknél a
revascularisatiot megel6z6 (0 6ras) mintavétel soran magasabb plazma PACAP-38 szintet
detektaltunk az egészséges coronariaval rendelkez6 kontroll csoporthoz képest.

4 o6raval a revascularisatiot kovetden szignifikdnsan alacsonyabb plazma PACAP-38
szinteket mértiink a kiindulasi értékekhez képest, mely csokkenés a tovabbi 24, majd 48
oras mintaknal is megfigyelhetd volt.

A 48 oras plazma PACAP-38 szintek azonban az egészséges kontroll csoporthoz képest is
szignifikansan alacsonyabb értékeket mutattak.

Szignifikans negativ korrelacié igazolddott a plazma PACAP-38 és szérum troponin

értekek kozott a vizsgalt betegesoportban.
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e Multivariancia analizis szignifikans, erds pozitiv korrelaciot igazolt a plazma PACAP-38
szintek és a STEMI két legfontosabb rizikofaktora (hypertonia és kezeletlen diabetes
mellitus — magas HbA 1c érték) additiv hatasa kozott.

e Rutin laborparaméterek, korabban alkalmazott antiischaemids/ antianginas gyogyszerek

nem befolyasoltak a plazma PACAP-38 szintet.

7.2. Szivelégtelenség vizsgalata soran elért 4j eredményeink:

7.2.1. Ischaemias (ICM) és nem-ischaemias etiolégiaju cardiomyopathia (NICM) miatt

oondozott betegek plazma és szérum vizsgalata

7.2.1.1. Kiilonbozd stddiumu szivelégtelen betegek plazma PACAP-38 szintjének 0sszehasonlitd

vizsgalata

e Szignifikans negativ korrelaciot detektaltunk a plazma PACAP-38 és NT-proBNP szintek
kozott. NT-proBNP alapjan torténd sulyossagi csoportbeosztas alapjan az enyhébb
prognozisu szivelégtelen betegeknél szorosabb korrelaciot igazoltunk.

e PACAP-38 ¢és ejekcios frakcid kozott nem talaltunk szignifikans dsszefiiggést.

e A Kkiilonb6z6 potencialis befolyasold tényez6i (nem, életkor, tarsbetegségek, rutin
laborparaméterek) és a plazma PACAP-38 szintek kozott nem talaltunk szignifikans
Osszefiiggést.

7.2.1.2. Akut, dekompenzalt és kronikus, kompenzalt szivelégtelen betegek, valamint nem

szivelégtelen kontroll csoport PACAP-38 szintjének 0sszehasonlitd vizsgalata

e Szignifikdnsan magasabb plazma PACAP-38 szinteket mértiink akut, dekompenzalt
szivelégtelenségben, valamint szignifikansan alacsonyabb PACAP értékeket detektaltunk
kronikus, kompenzalt szivelégtelenségben a kontroll csoporthoz képest.

e PACAP-38 ¢és az NT-proBNP szintek kozotti korrelacios vizsgalatok soran akut
szivelégtelenségben egy pozitiv tendencia volt megfigyelhetd, mig a kronikus betegeknél
szignifikans negativ korrel4ciot igazoltunk. Multivariancia analizissel figyelembe véve a

crer

Osszefliggést mutatott.
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1.2.2.

A tarsbetegségekkel, gyogyszeres €s eszk6z0s terapiaval, echocardiographids és rutin labor
paraméterckkel nem talaltunk szignifikansa Osszefiiggést a plazma PACAP-38 szintek
vonatkozasaban, igy ezen tényezok nem befolyasoltak az altalunk mért PACAP értékeket.
PACAP-38 és CRP szintek kozott szignifikans pozitiv korrelacid igazolddott. Multivariancia
analizissel a szivelégtelenség tipusat is figyelembe véve (akut/kronikus) ezen korrelacio még
erésebb Osszefliggést mutatott.

A kiilonb6z6 pro- és antiinflammatorikus citokinek vizsgélatakor szignifikansan alacsonyabb
citokin szinteket mértiink kronikus szivelégtelenségben mind az akut esetekhez, mind pedig
a kontroll csoporthoz képest IL-18, IL-2 és IL-4 citokinek esetén. IL-10 szintek vizsgalatakor
akut szivelégtelenségben mértiink szignifikdnsan magasabb citokin szinteket a masik két
vizsgalt csoporthoz képest. IL-6, IFN-y és TNF-a esetében azonban nem taldltunk
szignifikans kiillonbséget a csoportok kozott.

A plazma PACAP-38 és citokinek kozotti Osszefliggések vizsgalatakor szignifikans pozitiv
korrelaciot detektaltunk I1L-18, IL-2, IL-4 és IL-10 citokinek esetén.

ICM vagy NICM miatt kezelt, véostadiumu szivelégtelen betegek szivizommintainak

vizsgalata

Szignifikdnsan magasabb szoveti PACAP-38 szintet mértiink az egészséges, kontroll egyének
szivizommintaiban mind az ischaemias, mind pedig a nem-ischaemiés cardiomyopathia miatt
szivtranszplantaciora keriilt szivelégtelen betegekhez képest.

Nem taladltunk szignifikans Osszefiiggést a szoveti PACAP-38 szintek és az NT-proBNP
szintek, kiilonbdz6 echocardiographias €s rutin laborparaméterek kozott.

PACI1 receptor intenzitas vizsgélatakor a nem-ischaemids cardiomyopathia miatt kezelt
betegeknél szignifikdnsan alacsonyabb PACI1 receptor intenzitast detektaltunk az egészséges

s

szignifikans kiilonbséget.
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Abstract: Acute myocardial infarction (MI) is one of the most common causes of death worldwide.
Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) is a cardioprotective neuropeptide
expressing its receptors in the cardiovascular system. The aim of our study was to examine tissue
PACAP-38 in a translational porcine MI model and plasma PACAP-38 levels in patients with ST-
segment elevation myocardial infarction (STEMI). Significantly lower PACAP-38 levels were detected
in the non-ischemic region of the left ventricle (LV) in MI heart compared to the ischemic region of
MI-LV and also to the Sham-operated LV in porcine MI model. In STEMI patients, plasma PACAP-38
level was significantly higher before percutaneous coronary intervention (PCI) compared to controls,
and decreased after PCI. Significant negative correlation was found between plasma PACAP-38
and troponin levels. Furthermore, a significant effect was revealed between plasma PACAP-38,
hypertension and HbAlc levels. This was the first study showing significant changes in cardiac tissue
PACAP levels in a porcine MI model and plasma PACAP levels in STEMI patients. These results
suggest that PACAP, due to its cardioprotective effects, may play a regulatory role in MI and could
be a potential biomarker or drug target in MI.

Keywords: pituitary adenylate cyclase activating polypeptide; acute myocardial infarction; ELISA;
closed-chest myocardial infarction model; STEMI; cardioprotection; prognostic factor

1. Introduction

Despite modern interventional therapeutic options, acute myocardial infarction (MI)
is still one of the most common causes of cardiovascular mortality and morbidity [1].
Cardiac biomarkers play an important role in the diagnosis of MI. Based on the latest
recommendation of the European Society of Cardiology, the elevated high-sensitive cardiac
troponin (hs-cTn) level prove the presence of myocardial injury, even though the elevated
values do not represent the underlying cardiac or systemic pathologies [2]. The guideline
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highlights the complexity of the clinical circumstances making the differentiation difficult
between ischemic and non-ischemic conditions associated with increased cTn levels [2].
Therefore, the latest studies have focused on the detection of potential new biomarkers
having additional diagnostic or prognostic values to the routine parameters. Puelacher and
co-workers tested the diagnostic accuracy of the combination of brain natriuretic peptide
(BNP) and hs-cTn in patients with inducible myocardial ischemia and they did not certify
any supplementary value of BNP in addition to hs-cTn [3]. In another study a biomarker
risk score was defined with measurement of C-reactive protein, fibrin-degradation products
and heat shock protein-70 in coronary artery disease patients to assess the risk of myocardial
infarction or death [3,4].

To study the different underlying molecular processes of MI, several animal models
are used for research. These preclinical studies—working with small or large animal MI
models—have an important role in the development of potential new diagnostic and ther-
apeutic approaches [5,6]. All these animal models have strengths and limitations. Large
animal models have high translational value, as they show similarity in size, anatomy and
physiology to human heart. In the last decade the catheter based closed-chest myocardial
infarction large animal models have shown remarkable improvements in translational
research, using clinically relevant interventional techniques and protocols [7]. In these
models, reperfusion is performed after ischemia induction to examine the different bio-
chemical changes after percutaneous coronary intervention, as MI treatment [8]. Moreover,
different pre- and post- and remote conditioning manoeuvres were also studied to test
their potential cardioprotective effects in pig [9,10] model.

Hypophysis adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP), as a member of the
vasoactive intestinal polypeptide (VIP)/secretin/glucagon family, is a ubiquitous, multi-
functional neuropeptide [11]. PACAP acts on three different G protein-coupled receptors:
the PAC1, VPAC1 and VPAC2 receptors, involving the cyclic adenosine monophosphate
(cAMP)—and protein kinase A (PKA)-dependent signalling pathways [12]. PACAP exists
in two biologically active forms, PACAP-38 and PACAP-27, containing 38 or 27 amino
acids. PACAP-38 is the dominant form in mammals. In the last three decades numerous
studies have examined the protective effect of PACAP in several ischemic diseases based on
its antiapoptotic, anti-inflammatory and general cytoprotective effects [12-14], suggesting
the applicability of PACAP as a potential cardiac biomarker, especially in pathologies with
ischemic etiology [15-18]. Moreover, a general anti-ischemic effect of PACAP was also
proved in the brain [19-21], in retinal diseases [22,23] and in different peripheral organs,
like small intestine, kidney and liver [21,24-26]. Furthermore, PACAP type I receptor
(PAC1 receptor) expression has already been confirmed in cultured cardiomyocytes, in
mouse myocardium and also in human cardiac tissue [16,17,27-29]. Numerous in vitro
studies have proven the cardioprotective effects of PACAP against ischemia and oxidative
stress induced lesions [30,31]. Alston and co-workers examined sympathetic nerve fibers
density and PACAP immunoreactivity in myocardial infarction mouse model. They found
complete denervation in the infarcted region of the left ventricle. Moreover, they also
detected significant elevated PACAP-38 immunoreactivity in the left ventricle free wall
localized to the denervated infarct region. They found PACAP-38 immunoreactivity in
extracellular matrix, myocytes and also in macrophages [32]. Furthermore, our research
group established significant differences between the tissue or plasma PACAP levels of
patients with different ischemic or non-ischemic cardiovascular diseases [29,33]. Based on
all these results a general anti-ischemic protective role of this neuropeptide is presumable.
Although the protective effect of PACAP against ischemic injuries is well know, there are
no large animal models or human data available about plasma and tissue levels of PACAP
in acute myocardial damages.

Therefore, our first goal was to examine tissue PACAP-38-like immunoreactivity (LI)
in different myocardial (left ventricular, left and right atrial) tissue samples after three-hour
or 72-h reperfusion in a clinically relevant, close-chest porcine model of reperfused MI.
We compared the tissue PACAP levels of separate myocardial regions after MI and Sham
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operation and determined the effects of special pre- and postconditioning paradigms on
tissue PACAP-38-LI alterations.

Our human study focused on determining plasma PACAP-38-LI in ST-segment eleva-
tion myocardial infarction patients before and after percutaneous coronary intervention
(PCI) inducing revascularisation in comparison with controls. Correlation and multivariate
analysis were performed with routine laboratory parameters, different drugs and echocar-
diographic dimensions to obtain more information about the potential cardioprotective
effects of PACAP against ischemic injury.

2. Results
2.1. Changes of Tissue PACAP-38 Levels in Porcine Model of Acute Myocardial Infarction

To detect tissue level of PACAP-38, we examined the Sham-operated pig hearts
without myocardial infarction (MI) in the left ventricle (LV) and left and right atrium
(LA, RA). Significantly (p < 0.001) higher tissue PACAP-38 levels were detected in the left
ventricle compared to both atria (Figure 1).

PACAP-38 levels in different heart chambers
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Figure 1. PACAP-38 levels of the different heart chambers (LV: left ventricle, LA: left atrium, RA:
right atrium). In healthy, Sham-operated animals PACAP-38 level of the left ventricle (LV) was
significantly higher than in left (LA) or in right atrium (RA). Data are expressed in ratio of Sham-LV
PACAP-38 levels. The boxes show the interquartile ranges, and the whiskers indicate the most
extreme observations. The middle line within the boxes represents the median value. Individual
values are presented as black dots and squares. One-way ANOVA with Tukey post-hoc, ** p < 0.001
vs. Sham-LV group. n = 7-8.

PACAP-38 level was measured in samples originated from different left ventricular
(LV) regions in Sham and MI groups. Two samples from each animal were utilized, in case
of MI group one of the samples was obtained from the ischemic region (MI-LV-I), while the
other from the non-ischemic LV region (MI-LV-NI). In case of Sham group, we also collected
two different samples from regions equivalent to the LV-I and LV-NI regions in MI hearts.
We did not find significant differences between the two regions of the Sham-operated hearts
(p = 0.902), thus, we did not separate them and we used one Sham group which contained
all of the samples from the Sham heart. Although there was no significant difference
between the relative PACAP levels in the ischemic LV samples (MI-LV-I) and the Sham
hearts, the PACAP-38 level was significantly lower in the non-ischemic left ventricular
samples of MI hearts (MI-LV-NI) compared to ischemic LV samples (p = 0.04) and also to
the Sham hearts (p < 0.001) (Figure 2).
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Figure 2. Differences between the tissue PACAP-38 levels in left ventricle in Sham-operated animals
(Sham) and after myocardial infarction (MI) with time matched three-hour reperfusion. PACAP-38
level was significantly reduced in the non-ischemic left ventricular samples of MI hearts compared
to the ischemic LV samples and also to the Sham hearts. Data are expressed in ratio of Sham-LV
PACAP-38 level. The boxes show the interquartile ranges, and the whiskers indicate the most extreme
observations. The middle line within the boxes represents the median values. Individual values
are presented as black dots and squares. One-way ANOVA with Tukey’s post hoc test, * p < 0.05,
**p < 0.001 vs. Sham group. n = 7 (From each animal, two determinations were performed from
2 different region of the left ventricle (in case MI-LV: ischemic (MI-LV-I) and non-ischemic region
(MI-LV-NI) /heart, in case Sham-LV: 2 regions equivalent to the MI-LV-I and MI-LV-NI regions/heart).

In the MI porcine group PACAP-38 level was compared between different heart
chambers and regions. Ischemic (LV-I) and non-ischemic (LV-NI) left ventricular samples
and atria samples (RA, LA) were utilized after 3 h and after 72 h of reperfusion. Significantly
lower tissue PACAP-38 levels were detected in the non-ischemic left ventricle (LV-NI)
compared to the ischemic region (LV-I) after 3-h reperfusion (Figure 3A). PACAP-38 levels
in both atria (RA, LA) were also significantly lower than in the ischemic left ventricular
samples (LV-I). Similar expression pattern was found after 72-h reperfusion with lower
values in LV-NI group and atrial tissues compared to LV-I samples (Figure 3B).

The impact of ischemic conditionings, which are cardioprotective manoeuvres, on
the PACAP-38 level were also investigated (Figure 4). Left ventricular samples from the
ischemic region were applied from MI and ischemic pre-, post- and remote conditioned
animals. There were no significant differences between the 3 different conditioning methods
(Figure 4).
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Figure 3. Comparison of the tissue PACAP-38 levels between different heart chambers and regions 3 h (A) or 72 h (B) after
myocardial infarction (MI). PACAP-38 level was decreased in the non-ischemic region of the left ventricle (LV-NI) compared
to the left ventricle ischemic region (LV-I) at 3 h after myocardial infarction (A). Significantly lower PACAP-38 levels were
detected both in right atrium (RA) and left atrium (LA) compared to the ischemic LV region. Similar expression pattern was
detected 72 h after myocardial infarction (B). The boxes show the interquartile ranges, and the whiskers indicate the most
extreme observations. The middle line within the boxes represents the median values. Individual values are presented as
black dots and squares. One-way ANOVA with Tukey post-hoc, * p < 0.05, ** p < 0.001 versus LV-I groups. n = 7-8.

PACAP-38 levels in ischemic left ventricle
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Figure 4. Differences between the tissue PACAP-38 levels of the Sham-operated (Sham), myocardial
infarction (MI) alone and combined with ischemic conditioning methods: ischemic preconditioning
(IPreC); ischemic postconditioning (IPostC); remote ischemic conditioning (RIC). There was no
significant difference in PACAP-38 level in the ischemic zone of left ventricle between groups. The
boxes show the interquartile ranges, and the whiskers indicate the most extreme observations. The
middle line within the boxes represents the median values. Individual values are presented as black
dots and squares. One-way ANOVA with Bonferroni’s post-hoc test. n = 4-8.

2.2. Changes of Plasma PACAP-38 Levels in STEMI Patients

Sixteen STEMI patients (6 women, 10 men, mean age: 60.3 &= 2.96 years) and 12 controls
(7 women, 5 men, mean age: 48.2 & 5.34 years) were included in our human study. The
main characteristics of the patients—risk factors, comorbidity, culprit coronary lesion,
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important echocardiographic parameters and the previous medication—are presented in
Table 1.

Table 1. Main demographic and clinical characteristics of the patients.

Number of patients 16
Smoking 50% smoker, 12.5% former smoker
Hypertension 56.25%
Diabetes mellitus 25%
Hyperlipidemia 31.25%
Obesity 43.75%
Known ischemic heart disease 12.5%

left anterior descending artery (LAD)—31.25%

Culprit coronary lesion circumflex coronary (Cx)—12.5%
right coronary artery (RCA)—56.25%
ACE inhibitor/ ARB—62.5%
83 receptor blockers—43.75%
platelet aggregation inhibitors—43.75%

Previous medication therapy

statin/fibrate therapy—43.75%

antianginal medications—18.75%
left ventricular ejection fraction (LVEF): 46.19% (£10.6)

left ventricular end-diastolic volume (LVEDV):
135.12 mL (4+33.8)

left ventricular end-systolic volume (LVESV):
71.81 mL (£25.8)

Cardiac function
(echocardiographic parameters)

In the control group we included patients with the symptoms of typical or atypical
chest pain without any coronary lesion. The controls underwent elective coronarography
examination showing healthy coronary without any significant stenosis or plaques. Seventy
percent of these controls had musculoskeletal disorders and thirty percent of those had
psychosomatic symptoms as underlying cause of the chest pain. The main characteristics
of the patients, risk factors, comorbidity, and the previous medication are presented in
Table 2.

Table 2. Main demographic and clinical characteristics of the controls.

Number of controls 12
Smoking 8.3% smoker, 0% former smoker
Hypertension 33.3%
Diabetes mellitus 16.7%
Hyperlipidemia 33.3%
Obesity 25.0%

ACE inhibitor/ ARB—25.0%
83 receptor blockers—16.7%

Previous medication therapy
platelet aggregation inhibitors—16.7%

statin/fibrate therapy—0%

antianginal medications—0%
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Examining the plasma PACAP levels of the STEMI patients we found significantly
higher levels before PCI, during the ischemic period, and a significant decrease of the
plasma PACAP levels were detected right after PCI. Significantly (p < 0.001) lower PACAP
levels were measured 4 h after PCI compared to the baseline values. The decline of PACAP
levels was continuous during the examined period: We found significantly (p < 0.001)
lower values 24 h after PCI compared to the 4 h samples. Moreover, there was a significant
(p < 0.001) difference even between levels measured after 24 and 48 h (Figure 5). Differences
between the plasma PACAP levels of the STEMI patients and the controls were also
examined. We found significantly (p = 0.037) higher PACAP levels in 0 h samples of the
STEMI patients compared to those of the controls (Figure 5). Furthermore, significantly
(p = 0.009) higher plasma PACAP levels were detected in the control group compared to
STEMI patients 48 h after PCI (Figure 5).

Changes of plasma PACAP levels in STEMI patients
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Figure 5. Changes of plasma PACAP levels in STEMI patient after PCI and in healthy control group.
The solid bars represent medians of 16 patients and 12 controls. The boxes show the interquartile
ranges, and the whiskers indicate the 10th and 90th percentile, outliers are also plotted with dots,
rhombus and triangles. The middle line within the boxes represents the mean values. Wilcoxon
Rank-Sum Test was used, statistically significant differences with p-values of ** < 0.001 and * < 0.05
are indicated.

We found a significant (p = 0.035) weak negative correlation (r = —0.305) between
all the time-matched plasma PACAP and troponin levels in the STEMI patient group
(Figure 6). However, examining the time-matched PACAP and troponin levels separately
(0, 4, 24, 48 h samples) there were no significant correlations (0 h: r = —0.191, p = 0.478; 4 h:
r=—-0.364,p=0.301;24 h: r = —0.185, p = 0.492, 48 h: r = —0.176, p = 0.513).
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Figure 6. Correlation between PACAP and troponin levels in STEMI patients.

We also examined the different echocardiographic parameters related to the MI: ejec-
tion fraction, left ventricular end-diastolic diameter, the grade of mitral insufficiency and
the number of the affected segments. There was no correlation between the echocardio-
graphic parameters and the initial plasma PACAP levels, moreover, multivariate analysis
did not detect any additive effects of the different parameters on the correlation with
PACAP levels (Table 3).

Table 3. Correlation between the different echocardiographic parameters and the plasma PACAP levels.

. . Correlation Coefficient Significance
Echocardiographic Parameters (¢ Value) (p Value)
ejection fraction (EF—%) r=— 0.059 p=0.829
LV-EDD (mm) r=0.308 p=0.246
mitral insufficiency (I-IV grade) r=—0.095 p=0726
wall motion score index (WMSI) r=0.250 p=0.926

Examining the connection between the main risk factors of STEMI (hypertension,
diabetes mellitus, haemoglobin Alc (HbAlc) levels and smoking) and the initial PACAP
levels, we found a significant (p = 0.034) positive correlation (r = 0.533) between hyperten-
sion and PACAP levels. However, there was no connection between the individual effect
of the other risk factors and the examined polypeptide (Table 4).

Table 4. Correlation between the main risk factors of STEMI and the plasma PACAP levels.

The Main Risk Factors of Correlation Coefficient Significance
STEMI (r Value) (p Value)
hypertension r=0.533* p=0.034
diabetes mellitus r=-0.157 p=0.563
haemoglobin Alc (HbAlc) r=0.201 p =0.456
smoking r=-0.143 p=0.598

* statistically significant, p < 0.05.

Multivariate analysis showed a remarkable significant (p = 0.035) additive influencing
effect (r = 0.636) of hypertension and HbAlc on the PACAP levels in MI patients (Figure 7).
In contrast there were no individual or additive effects of hypertension and HbAlc on the
correlation with plasma PACAP levels in the control group.
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Figure 7. Connection between the additive impacting effect of hypertension and HbAlc and PACAP
levels in MI patients.

Examining the potential connection between the routine laboratory parameters (blood
lipids: total cholesterol, low-density lipoprotein [LDL], high-density lipoprotein [HDL] and
triglycerides [TG], C-reactive protein [CRP]) no significant correlation was found (Table 5)
between the examined parameters and the initial plasma PACAP levels. Furthermore,
multivariate analysis showed no additive effects of the laboratory parameters on the
correlation with PACAP levels.

Table 5. Correlation between the routine laboratory parameters and the PACAP levels.

The Routine Laboratory Correlation Coefficient Significance
Parameters (r Value) (p Value)
Total cholesterol r=-0.127 p = 0.640
LDL r=-0.015 p =0.957
HDL r=0.100 p=0712
TG r=-0.027 p=0.922
CRP r=0.163 p=0.546

We also examined the previous anti-ischemic medication therapy of our patients. The
correlation analysis detected no significant connection between these drugs and the initial
PACAP levels (Table 6). Furthermore, multivariate analysis ruled out the potential additive
effects of the different drugs on the PACAP levels.

Table 6. Correlation between the previous medication therapy and the PACAP levels.

Previous Medication Correlation Coefficient Significance
Therapy (r Value) (p Value)
ACE inhibitor/ ARB r=0.252 p =0.346
B-blockers r=—-0.254 p=0.342
Platelets aggregation inhibitor r=-0.039 p=0.130
Statin/fibrate therapy r=—0.308 p=0.246
Antianginal medications r=0.041 p=0.880

3. Discussion

This study is the first translational demonstration of PACAP-38 level alterations after
acute myocardial infarction and reperfusion in a porcine model and patients with STEML
Significantly, lower PACAP levels were detected in the non-ischemic region of the
left ventricle in MI heart compared to the ischemic region and also to the Sham-operated
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left ventricle in porcine MI model. In STEMI patients, we found initially a significantly
elevated PACAP-38 level in plasma samples before reperfusion. This significantly elevated
PACAP level suggests a potential biomarker value of PACAP in case of acute ischemic
myocardial lesions, similarly to other acute disorders or injuries, e.g., aneurysmal sub-
arachnoid hemorrhage, spontaneous basal ganglionic hemorrhage and traumatic brain
injury [13,34,35], where the authors also found significantly elevated PACAP levels after
the lesions.

Hoover et al. detected the mRNA of PAC1 receptor in mouse heart, showing no
significant regional differences between both atria and ventricles [27]. In contrast there
are no experimental data about the potential differences of tissue PACAP-38 levels be-
tween the heart chambers. To answer this question, we examined first Sham-operated pig
hearts without myocardial infarction. We detected significantly higher values in the left
ventricle compared to the atrial tissues suggesting a LV-specific accumulation and/or local
expression of PACAP-38. Based on these results, we focused on the left ventricle.

Examining the PACAP-38 level in the left ventricle of Sham and MI hearts significantly
lower PACAP levels were detected in the non-ischemic regions of MI hearts, while the
ischemic regions did not show significant differences from the Sham-LV samples. We as-
sume that the two different MI-LV regions are not functionally independent, because of the
extensive systemic effects of myocardial infarction (increased left ventricle filling pressure,
sympathetic activation—increased catecholamine release, compensatory hyperkinesis of
the non-ischemic regions, inflammatory and extracellular matrix processes) affecting the
whole left ventricle [36-38]. Therefore, the changes in the different regions (LV-I and LV-NI)
are strongly related to each other. One of the main sources of PACAP-38 in the tissue
samples are the nerve fibers located between the myocytes [13]. Alston et al. showed that
the sympathetic innervation density is decreased in the ischemic regions of MI-LV, com-
pared to the peri-infarct region and Sham control hearts, on the other hand, they did not
detect PACAP-38 immunopositive fibers in the peri-infarct region [32]. These data confirm
our experiment, where we showed significantly decreased PACAP-38 level in the tissue
samples of non-ischemic LV region. Although the nerve fibers are damaged in the ischemic
region, we did not measure significantly lower level of PACAP-38 in the ischemic region of
MI-LV compared to Sham samples. In contrast to the changes of nerve fibers, Alston et al.
detected increased PACAP immunoreactivity in the extracellular matrix, myocytes and
macrophages in the infarct region of mouse heart [32]. Based on these results we suppose
that this increased PACAP immunoreactivity in the cells and the extracellular matrix could
compensate the decreased PACAP level, caused by the nerve injury. In addition, PACAP is
a well-established modulator of the immune system and depending on the immune status,
disease and age, it may exert an anti-inflammatory role in different pathological condi-
tions [39]. As acute myocardial ischemia induces an initial pro-inflammatory response
that is followed by an anti-inflammatory phase to aid wound healing, scar formation
and regeneration processes [40], we cannot exclude that ischemia/reperfusion induced
injury might also trigger the local expression or deliberation/re-distribution of endogenous
PACAP-38 and its receptors within the infarcted area. The transition between these two
phases is orchestrated by finely regulated interactions between cardiomyocytes, endothelial
cells, fibroblasts, and the interstitium as well as different players of both the innate and
adaptive immune system. In our experiment, we examined homogenized heart tissue
samples containing all the potential PACAP sources (macrophages, myocytes and nerve
fibers), and because of the abovementioned compensatory mechanism, we did not find
significant differences between the ischemic region of MI-LV compared to the Sham-LV
heart samples.

In the last decades several preclinical studies have focused on different ischemic condi-
tioning techniques with promising results for reducing myocardial ischemia or reperfusion
injury after MI [41]. We measured tissue PACAP-38 levels of ischemic left ventricle after
different ischemic conditioning approaches. There were no significant differences between
the tested groups, which suggests that ischemic conditionings do not interfere with the
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PACAP-38 level in the infarcted myocardium in this porcine model. However, these results
have a limited relevance due to the low case number in the different examined groups.
Based on these animal experimental results we also performed a human study. There
is only limited information about human PACAP levels in patients with heart diseases.
In our earlier human study in patients with chronic heart diseases, significantly higher
right auricle tissue PACAP-38 and PACAP-27 levels were detected compared to valvular
diseases [29]. Moreover, earlier we found a significant negative correlation between plasma
PACAP levels, and as a reliable prognostic marker of heart failure, an N-terminal pro B-type
natriuretic peptide levels in chronic heart failure patients with dilated cardiomyopathy [33].
However, there were no data about the human plasma PACAP levels in ML

In STEMI patients, plasma PACAP levels before PCI were remarkably higher com-
pared to the healthy control group and significantly decreased after PCL. In contrast, the
values 48 h after PCI were significantly lower than those of the controls. The significantly
higher plasma PACAP levels in STEMI patients compared to the controls suggest that
PACAP may have an important role in the pathomechanism of ischemic myocardial lesion
and could be a potential biomarker in acute MI.

It is well-established that PACAP has a protective effect against oxidative stress-
induced programmed cell death both in neuronal and non-neuronal cells. Earlier we
examined the effects of PACAP treatment in neonatal rat cardiomyocyte cultures against
ischemia/reperfusion(I/R)-induced apoptosis. PACAP treatment significantly increased
cardiomyocyte viability and decreased apoptosis via the activation of PKA-Bad-14-3-3
and Akt-Bad-14-3-3 signalling pathways [30]. These results were also proved by Roth et al.
who found that PACAP is protective against I/R injury involving inhibition of apoptosis
signal-regulation, as well as caspase-3 activation and activation of phospho-Bad and Bcl-
2 [31]. Based on the present clinical data we suppose that the main sources of PACAP are
apparently the tissues known to contain the highest level of PACAP, such as brain and
endocrine glands. In case of myocardial infarction, the increased PACAP level in the plasma
and tissue samples additionally could originate from the nerve fibers, cardiomyocytes and
macrophages [13,32]. It is also possible that the acute MI was preceded by several different
ischemic attacks due to the atherosclerotic coronary arteries increasing the plasma PACAP
level as the part of preconditioning. Furthermore, the remarkably decreased PACAP
concentration after 48 h may represent the basal level of this neuropeptide suggesting that
the lower basal PACAP level may be a predictive factor for acute myocardial infarction.

Examining the correlation between all the time-matched plasma PACAP and troponin
levels revealed a significant weak negative correlation, although we did not find any
significant connection between the time-related levels separately (0, 4, 24, 48 h). After
PCI, a decrease of troponin levels is expected due to the revascularization. However,
there is a high variability of serum troponin kinetics due to the different physiological
(gender, age, race) and pathological (renal failure, pulmonary disorders, structural heart
abnormalities) influencing factors, and the extent of the coronary occlusion (totally or
intermittent occluded coronary artery—slow flow or no reflow phenomenon) [42—44].
Earlier studies proved that area under the curve (AUC) for elevated troponin is a useful
method in the estimation of infarct size. It would require measurements of troponin level at
six-to-eight different points in time at least. Since based on the latest therapeutic guidelines
of MI, our patients were sent to an early active rehabilitation after 48 h of MI, the troponin
measurement after 48 h was not feasible technically that resulted in the major limitation of
our study. We believe that the high variability of serum troponin levels and the lack of the
AUC calculation may explain the weak correlation between PACAP and troponin levels in
our patients.

Examining the potential influencing effect of the different risk factors of MI on the
plasma PACAP levels revealed no correlation between the presence of diabetes mellitus,
smoking, elevated lipid levels and the examined polypeptide. However, a significant posi-
tive correlation was found between the initial PACAP levels and hypertension indicating
that there may be an association between PACAP and one of the most important risk
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factors of STEMI. The results of the different in vivo animal experiments are conflicting
about the connection between hypertension and PACAP. The presence of PACAP and PAC1
receptor in the cardiorespiratory sympathetic circuit suggests that this peptide may play
an important role in blood pressure regulation [45,46]. Moreover, multivariate analysis
showed a remarkably significant positive correlation between the additive effects of hy-
pertension and HbAlc and the PACAP levels. This result suggests that hypertension and
untreated diabetes mellitus together—representing a high risk for STEMI—are related to
elevated PACAP levels. Diabetes mellitus is another main risk factor of MI, showing also
interesting connection with PACAP. Several studies have explored the antidiabetic potential
of PACAP due to the modulation of glucose-induced insulin secretion, the proliferation of
islet cell mass, and increased glucagon response to insulin-induced hypoglycemia [47-49].
Moreover, several different in vivo animal experiments have already proved the important
protective role of PACAP in diabetic nephropathy, retinopathy and vascular complica-
tion [50-52]. HbAlc is the most widely accepted marker for evaluating glycemic control
thereby the therapeutic efficiency in diabetes mellitus. Despite of the positive additive
effect of hypertension and HbAlc on the PACAP levels, we did not find any significant cor-
relation between the individual effect of diabetes mellitus or HbAlc levels and the plasma
PACAP levels in STEMI patients. Further human studies are needed to clear the exact
influencing mechanisms of the different risk factors of MI on the plasma PACAP levels.

All of our STEMI patients had an echocardiographic examination on the second day
according to the latest echocardiographic guidelines [53]. We did not find any significant
correlation between the different echocardiographic parameters (LVEF, wall motion score
index) and the initial PACAP levels. However, the early echocardiographic measurements
can be misleading in reperfused patients due to the improvement of the left ventricular
systolic function during the first 14 days [54,55]. Moreover, the recovery from stunned
myocardium can be even more prolonged requiring four-to-six weeks [56].

We also examined the potential influencing effect of the different previous anti-
ischemic medical therapies on the initial PACAP levels. More than 50% of our exam-
ined patients have already taken at least one anti-ischemic agent, though no significant
correlation was detected suggesting that these drugs have no influencing effect on the
plasma PACAP level. There are neither human nor experimental data about the different
interaction between routinely used medical treatment and PACAD, further studies with
large number of cases are needed to explore this question.

4. Materials and Methods
4.1. Animal Model

A closed-chest porcine model of reperfused acute myocardial infarction has been
studied including 38 female pigs [9]. The following groups were applied:

e  Sham-operated group (Sham): A balloon catheter was inserted in the left anterior
descending (LAD) artery, but not inflated. Myocardial ischemia was not applied
(n=38).

e  Myocardial infarction (MI) group: 90 min myocardial ischemia was induced with the
occlusion of the LAD artery and followed by 3 h reperfusion (n = 7).

e  Ischemic preconditioning group (IPreC): 3 x 5 min myocardial ischemia was applied
before the 90 min LAD occlusion (n = 4).

e Ischemic postconditioning group (IPostC): 6 x 30 s myocardial ischemia was applied
after the 90 min LAD occlusion, at the start of the reperfusion (n = 6).

e  Remote ischemic conditioning group (RIC): 4 x 5 min hind limb ischemia was applied
under the 90 min LAD occlusion; first cycle was applied 50 min after the beginning of
the myocardial ischemia (n = 5).

Animals of each group were sacrificed after three hours of reperfusion and myocardial
tissue samples were collected from ischemic and non-ischemic regions of the left ventricle
(LV). The LV samples from the Sham hearts were collected from regions equivalent to the
LV-NI and LV-I regions of MI hearts. The left and right atria (LA, RA) were also collected
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from Sham and MI group animals (Figure 8). In another series, MI group animals were
sacrificed after 72 h (n = 8) and samples were collected from ischemic and non-ischemic
region of the left ventricle, left and right atria (Figure 8).
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Figure 8. Groups of our clinically relevant, closed-chest porcine model of reperfused acute myocardial infarction. Sham:

Sham-operated group; MI-3 h: myocardial infarction group with 3-h reperfusion; MI-72 h: myocardial infarction group with

72-h reperfusion; IPreC: ischemic preconditioning group; IPostC: ischemic postconditioning group; RIC: remote ischemic

conditioning group.

The collected tissue samples were snap-frozen immediately after removal in liquid
nitrogen, then ground and stored at —80 °C for cryopreservation until further use. Next,
a total of 30 mg frozen cardiac samples were measured and sonicated on ice in 500 pL
of ice-cold phosphate buffered saline (PBS) containing 14 pg of aprotinin as a protease
inhibitor. A Hielscher UP 200 H/S homogenizer was used for sonication (Hielscher
Ultrasonics GmbH, Teltow, Germany) with 3 x 30 s bursts and an amplitude of 30%.
Then, the homogenates were centrifuged (10,000 rpm, 4 °C, 15 min) and the collected
supernatants were further processed for PACAP-38 specific sandwich-type enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA).

4.2. Human Study

Twenty patients with the diagnosis of ST-segment elevation myocardial infarction
(STEMI) and 12 controls were enrolled into the present study. Patients were admitted to our
clinic with the diagnosis of acute ST-elevation myocardial infarction on average 4-6 h after
the beginning of the symptoms. At the hospital admission of the patients a 12-lead ECG
and blood collection were executed and after routine physical examination coronarography
was performed immediately. All patients had successful PCI with implantation of one or
more drug eluting stents in one session. After the procedure, our patients were observed in
the intensive care unit. According to our protocol every patient had blood collection four
times during the examination period: first before the PCI (0 h), then 4, 24, and 48 h after PCL
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During the first blood collection, three tubes [native, EDTA (ethylenediaminetetraacetic
acid) and citrate tubes] were taken for hs-cTn and general laboratory testing. Inflammatory
parameters (serum C-reactive protein level), kidney function parameters (serum creatinine
and urea levels), complete blood count and lipid parameters (serum total cholesterol, LDL-
cholesterol, HDL-cholesterol, and levels of triglycerides) were measured by the Department
of Laboratory Medicine, University of Pecs.

For PACAP-38 determination, other 10 mL tubes of blood including EDTA were also
taken. Because of the polypeptide nature of PACAP, a protease inhibitor (200 pL aprotinin
(stock 1.4 mg/mL) into 10 mL blood) was added to the blood samples and an ice water
bath was used for storing the tubes to avoid peptide degradation. The EDTA-tubes were
centrifuged immediately after the collection (4000 rpm, 4 °C, 15 min), then the supernatant
was collected and stored in polypropylene tubes (Sarstedt, Budapest, Hungary) at —80 °C
until ELISA analysis. During the further three blood collections (4, 24, and 48 h after PCI)
one native and one EDTA-tubes were taken for the determination of human hs-cTn and
plasma PACAP levels. Echocardiographic examination was performed 24 h after the PCI
to evaluate the left ventricular (LV) function, consequently the severity of the sustained
MI and the additional MI complications using a high-quality portable echocardiograph
(Philips Cx50—Philips, Amsterdam, The Netherlands). Routine two-dimensional (2D),
M-mode, Doppler and Tissue Doppler measurements were performed. To define the LV
ejection fraction (EF), the main characterized parameter of the LV systolic function the
Simpson method was used (Figure 9).

w echocardiography

lon|[pcr|  [4n] 24h 48 h
|
diagnosis || ECG hs-¢ Tn hs-c Tn hs-c Tn
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Figure 9. Human study protocol. STEMI: ST-elevation myocardial infarction, ECG: electrocardiography, lab.: laboratory
examinations, hs-cTn: hypersensitive cardiac troponin.

Four patients were excluded from the study due to malignant ventricular arrhythmia
followed by reanimation in two patients and pneumonia in further two patients. In the
control group we included patients with the symptoms of chest pain without any coronary
lesion. We collected blood samples from the control group similarly to the first blood test of
the patient group: for routine laboratory examination and for PACAP detection. Without
indication, we did not measure the high-sensitive troponin (hs-cTn) levels of our control
group, presumably these values are lower than 14 ng/mL.

All human sample collections were carried out according to a protocol approved
by the Institutional Ethic Committee (PTE KK 6383). In all cases, we obtained informed
consent of the volunteers.

4.3. Measurement of PACAP-38-Like Immunoreactivity with ELISA Method

For determination of PACAP-38-like immunoreactivity (LI) in cardiac tissue ho-
mogenates and plasma samples sandwich-type enzyme-linked immunosorbent assay
(human PACAP-38 ELISA kit, MyBiosource, Cat.No: MBS109020) was used according to
the protocol provided by the manufacturer. PACAP-38-LI is referred to as PACAP-38 level
in the manuscript.

Briefly, 50 uL of PACAP-38 standards, tissue homogenates and plasma of myocardial
infarction patients and healthy controls were pipetted to the appropriate wells of the
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anti-PACAP-38 antibody-precoated microwells in duplicate. Then 100 pL of horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated reagent was added to each well, covered with closure plate,
and incubated for 60 min at 37 °C. The plate was washed 4 times with 200 uL/well of
1x Wash buffer. Next 50 uL of Chromogen Solution A and 50 pL of Chromogen Solution B
was added to each well and incubated for 15 min at 37 °C in dark. The developing colour
reaction was stopped by adding 50 pL of Stop solution to every well. The SPECTROStar
nano-spectrophotometer (BMG Labtech, Ortenberg, Germany) was used to measure the
optical density (OD) of the test-wells at a wavelength of 450 nm. Since the obtained OD
values were proportional to the level of PACAP-38 in the test samples, their concentrations
were calculated by comparing the OD values of the sample wells to the ODs of the standard
curve. All measured plasma PACAP-38 levels were demonstrated in pg/mL. Finally by
the tissue samples the relative PACAP-38 levels were calculated by dividing the calculated
PACAP-38 concentrations with the average PACAP level of the Sham-LV samples as control.
The results were presented as % of control.

4.4. Statistical Analysis

For statistical analysis SPSS 21 (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL,
USA) Program was used. In the first part of our study relative PACAP values (%) were
used to eliminate the remarkable individual dispersion of porcine tissue PACAP levels.
These values represented the percentage of the measured tissue PACAP-38 levels compared
to the control sample (=the mean of the tissue PACAP-38 values in the Sham-operated LV
samples). Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk normality test were performed showing
normally distributed data. To detect the potential differences between the examined
groups One-way ANOVA with Tukey or Bonferroni’s post hoc tests were used. In our
human study after Kolmogorov-Smirnov normality test Friedman and post-hoc test were
performed to detect the changes of plasma PACAP levels after PCI in STEMI patients. To
examine the differences between plasma PACAP levels of STEMI patients and controls
Wilcoxon Rank-Sum Test was used. The interaction between PACAP and hs-cTn, EF
and other potential impacting factors were tested with Spearman’s correlation. Based on
the correlation coefficient (the r value) we could define positive (r = 0-1) and negative
(r = —1-0) correlation including subgroups with different strength. Multivariate regression
analysis was performed to examine the additive effects of the main influencing factors. In
all cases p < 0.05 was considered statistically significant.

5. Conclusions

This study first reports about the tissue PACAP-38 levels in a relevant, large animal
MI model. Its significantly lower levels in the non-ischemic region of the left ventricle in MI
animals can be explained by the lack of PACAP-38 immunopositive nerve fibres. Although
the nerve fibers are damaged in the ischemic region, we detected similar PACAP-38 levels
in the ischemic region of MI-LV compared to the Sham-LV heart samples, because the
increased PACAP immunoreactivity in the myocytes, macrophages and the extracellular
matrix could compensate the decreased PACAP level caused by the nerve injury. The
first human study showed—in agreement with earlier results—elevated initial plasma
PACAP levels in STEMI patients compared to the healthy controls assuming an acute
protective role of the peptide against ischemia. Furthermore, the significant decrease in
plasma PACAP levels after successful revascularisation also confirms this theory, since after
the termination of acute ischemia, there is no more need for acute cardioprotective factors.
Summarizing the significant changes in plasma PACAP levels we suggest that this peptide,
due to its anti-ischemic and cardioprotective effects, plays an important protective role
in acute myocardial infarction. Further examinations are necessary to ascertain whether
PACAP might be a potential prognostic biomarker of MI in the future.
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Abstract: Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-38 (PACAP-38) is a multifunctional neu-
ropeptide, which may play a role in cardioprotection. However, little is known about the presence
of PACAP-38 in heart failure (HF) patients. The aim of our study was to measure the alterations
of PACAP-38 like immunoreactivity (LI) in acute (n = 13) and chronic HF (n = 33) and to exam-
ine potential correlations between PACAP-38 and HF predictors (cytokines, NT-proBNP). Tissue
PACAP-38 LI and PAC1 receptor levels were also investigated in heart tissue samples of patients
with HE Significantly higher plasma PACAP-38 LI was detected in patients with acute HE, while in
chronic HF patients, a lower level of immunoreactivity was observed compared to healthy controls
(n = 13). Strong negative correlation was identified between plasma PACAP-38 and NT-proBNP levels
in chronic HF, as opposed to the positive connection seen in the acute HF group. Plasma IL-1 (3, IL-2
and IL-4 levels were significantly lower in chronic HF, and IL-10 was significantly higher in patients
with acute HF. PACAP-38 levels of myocardial tissues were lower in all end-stage HF patients and lower
PACT1 receptor levels were detected in the primary dilated cardiomyopathy group compared to the
controls. We conclude that PACAP-38 and PAC1 expression correlates with some biomarkers of acute
and chronic HF; therefore, further studies are necessary to explore whether PACAP could be a suitable
prognostic biomarker in HF patients.

Keywords: pituitary adenylate cyclase activating polypeptide; heart failure; ischemic/non-ischemic
cardiomyopathy; NT-proBNP; cytokines
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1. Introduction

Heart failure (HF) is the most common cause of cardiac death, despite several novel
diagnostic and therapeutic opportunities. The most common clinically relevant parameters
for the evaluation of the severity of HF with reduced ejection fraction (HFrEF) are the
(i) left ventricular ejection fraction (EF), (ii) plasma N-terminal pro-brain natriuretic peptide
(NT-proBNP) level and (iii) functionally, the New York Heart Association (NYHA) classifi-
cation [1,2]. However, EF or NT-proBNP may change during treatment and do not always
predict prognosis correctly. Therefore, new factors are being investigated in order to serve
as predictive biomarkers for HF prognosis [3].

Several factors, such as oxidative stress, cardiomyocyte necrosis, apoptosis and a
range of adaptive mechanisms, including neurohumoral imbalance, increased sympathetic
activation, increased cytokine release and different pro- and anti-inflammatory factors,
play important roles in the pathophysiology and progression of the disease. Earlier stud-
ies showed that levels of various pro-inflammatory cytokines (e.g., IL-1 {3, IL-2, IL-6,
TNF«), chemokines (e.g., monocyte chemotactic protein—MCP-1) and neutrophil-specific
chemokines (different CXC chemokines) are altered, which is often strongly correlated with
the severity of HFrEF. These factors promote the development of myocardial remodelling
with cardiomyocyte apoptosis and enhanced interstitial fibrosis, eventually exacerbating
the impairment of left ventricular systolic function [4,5].

Among several cardioprotective factors, pituitary adenylate cyclase activating polypep-
tide (PACAP) and its specific PAC1 receptor are widely investigated in different models
of HE There are two biologically active forms of PACAP containing 27 (PACAP-27) or 38
amino acids (PACAP-38). More than 90% of the endogenous PACAP exists as PACAP-
38 [6]. Anti-apoptotic, anti-ischemic and anti-inflammatory effects of PACAP-38 are well
known [7-12]. Sano and co-workers were the first to demonstrate the cardioprotective
effect of PACAP in 2002 revealing the ability of PACAP to diminish myocardial fibrosis [13].
Based on earlier results, PACAP seems to ameliorate the prognosis primarily in cardiovas-
cular diseases (such as HF and ischemic heart disease), which are propelled by oxidative
stress and /or apoptosis [8,9,11,14]. PACAP effectively promotes defense mechanisms in car-
diomyocytes against oxidative stress-induced or ischemia/reperfusion-induced apoptosis
in cell culture [9,11,14].

Besides cardiac remodeling, neurohormonal activation and necrosis, apoptosis is also
involved in the pathomechanism of HF [15-17]. The cardioprotective effect of PACAP
was proved in several in vitro and animal cardiotoxicity models, which is carried out
by different antiapoptotic mechanisms [18-20]. Despite these promising experimental
data on the protective effects of PACAP in HE, little is known about its alterations and
potential relevance in humans. In one of our previous studies conducted on patients with
acute ST segment elevation myocardial infarction, we detected significantly higher plasma
PACAP-38 levels before the revascularisation compared to the plasma samples collected
from patients 4, 24 and 48 h after coronary intervention, as well as samples from healthy
controls [21]. Based on these findings, the question arises whether plasma PACAP-38 levels
correlate with other well-known HF predictors, such as cytokines or NT-proBNP, which
may indicate the severity of HF or the efficacy of therapeutic interventions adequately.

Therefore, the aim of our study was to measure the alterations of plasma PACAP-
38 like immunoreactivity (PACAP-38 LI) in acute and chronic HF caused by ischemic
or non-ischemic cardiomyopathy compared to age-matched healthy controls. We also
examined the potential correlation between PACAP-38 and other HF predictors, such as
NT-proBNP, routine laboratory parameters and different cytokines (IL-1 3, IL-2, IL-4, IL-6.
IL-10, IEN-y, TNF-«) measured with Luminex array. Moreover, tissue PACAP-38 LI was
also investigated with PACAP-38 ELISA, and PAC1 receptor levels were examined with
Western blot techniques in heart tissue samples of patients with end-stage cardiomyopathy
compared to healthy controls.
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2. Results
2.1. Comparison of Plasma PACAP-38 Levels in HF Patients and Healthy Control Individuals

The main demographic and clinical parameters of the examined patients and controls
are presented in Table 1.

Table 1. The most important demographic and clinical parameters of the examined patients with
acute, chronic heart failure (HF) and the control group. NYHA: New York Heart Association Classifi-
cation, ACEI: angiotensin-converting enzyme inhibitor, ARB: angiotensin-II receptor blocker, MRA:

mineralocorticoid receptor antagonist.

Acute HF Chronic HF Control Group
(n=13) (n=33) (n=13)

Mean age (year) 66.5+ 3.7 659 £3.8 65.8 £4.0
Gender 33% women 34.3% women 31% women

67% men 65.7% men 69% men
Mean ejection fraction (%)  33.1% 30.3% 38.5%
NYHA stage TI-1V. st. IL. st. L st.
Cardiovascular status decompensated compensated no heart failure

Comorbidities
Hypertension 69.2% 87.9% 46.1%
Diabetes mellitus 46.2% 42.4% 15.4%
Atrial fibrillation 53.8% 36.4% 7.7%
Medical therapy

ACEI/ARB 100% 100% 38.5%
B-blocker 100% 100% 38.5%
MRA 76.9% 81.8% 0%
Diuretics 92.3% 84.8% 15.4%
Ivabradine 23.1% 9.0% 0%
Digoxin 15.4% 15.2% 0%

First, we examined the plasma PACAP-38 levels of the different groups. Significantly
higher plasma PACAP-38 levels were detected in acute HF patients compared to the chronic
HF patients (p < 0.001) and also to the control group (p < 0.05). Furthermore, we detected
significantly lower plasma PACAP-38 levels in the chronic HF patients compared to both
acute HF group (p < 0.001) and the control group (p = 0.001) (Figure 1).

2.2. Correlation of Plasma PACAP-38 Levels with NT-proBNP Levels in HF Patients

We examined the correlation between NT-proBNP, the most important prognostic
marker of HF, and PACAP-38 levels. In acute HF, we did not find any significant connection
between the two examined markers (p = 0.090, r = —0.307). On the other hand, a weak sig-
nificant negative correlation was detected in the chronic HF patients (p = 0.049, r = —0.349).
Multivariate analysis was performed also taking the etiology of the cardiomyopathy into
account (ischemic or non-ischemic) showing a positive connection (p = 0.058, r = 0.534)
between PACAP-38 and NT-proBNP in acute HF group (Figure 2A). Moreover, in chronic
HF patients significantly strong negative correlation (p < 0.001, r = —0.746) was detected
between two examined factors with multivariate analysis (Figure 2B).
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Figure 1. Plasma PACAP-38 levels in acute (decompensated) (n = 13) and chronic (compensated)
(n = 33) heart failure patients compared to the control group (1 = 13). The box plot diagram represents
the interquartile range and median values. The individual values are presented with black dots
(control group), squares (acute HF) or triangles (chronic HF). Statistical analysis was performed with
one-way ANOVA with Tukey post-hoc test. * p < 0.05, ** p < 0.001.

A Acute HF B Chronic HF

—~

e~

S 5000+ 4000+ r=-0.746

& p< 0.001

§ 4000 3000 5

3

% 3000 o

o

% 2000+

S 2000

N 1000-

s 10004

S

8

X 0 T T T 1 0 T T T T 1
1500 2000 2500 3000 3500 0 500 1000 1500 2000 2500

Predicted value — NTproBNP levels — with multivariate analysis also taking the etiology of
cardiomyopathy into account (ischemic/ non-ischemic)

Figure 2. Correlation between the predicted value of NT-proBNP and plasma PACAP-38 levels
(pg/mL) in acute (A) (n = 13) and chronic (B) (1 = 33) heart failure (HF) with multivariate analysis,
also taking the etiology of cardiomyopathy into account (ischemic or non-ischemic). Statistical
analysis was performed with Spearman’s correlation.

2.3. Correlation of Plasma PACAP-38 Levels with Different Clinical and Laboratory Parameters

To examine the potential influencing factors on plasma PACAP-38 levels—comorbidities,
different medical or instrumental therapeutic opportunity, echocardiographic or routine
laboratory parameters—correlation and multivariate analysis tests were performed. We did
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not detect any significant individual or additive effect of the examined factors on the plasma
PACAP-38 levels of the HF patients (Table 2).

Table 2. Potential influencing factors on plasma PACAP-38 levels. ACEI: angiotensin-converting
enzyme inhibitor, ARB: angiotensin-II receptor blocker, MRA: mineralocorticoid receptor antagonist,
CRT: cardiac resynchronization therapy, ICD: implantable cardioverter-defibrillator, EF: ejection
fraction, LV-EDD: left ventricular end-diastolic diameter, RV-EDD: right ventricular end-diastolic
diameter, IVC: inferior vena cava size, LDL: low-density lipoprotein, HDL: high-density lipoprotein.
Spearman’s correlation test was performed.

Correlation Coefficient (r) Significance (p)
Comorbidities
Hypertension r=-0.095 p=0.532
Diabetes mellitus r=0.003 p=0.983
Atrial fibrillation r =0.064 p=0.671
Therapy

ACEI/ARB - -

3-blocker - _

MRA r=0.031 p=0.178
Diuretics r=0.081 p=0.708
Ivabradin r=0.206 p=0.326
Digoxin r=0.048 p=0.822
CRT r =0.005 p=0.973
ICD r =0.067 p =0.659

Echocardiographic parameters
EF (%) r=0.113 p =0.456
LV-EDD (mm) r=0.063 p =0.689
RV-EDD (mm) r=—-0.012 p=0.938
Mitral regurgitation r=0.045 p=0.776
Tricuspid regurgitation r=0.034 p=0.827
IVC (mm) r=0.067 p=0.671
Laboratory parameters

Cholesterol r=0.043 p=0.736
LDL cholesterol r=0.183 p=0474
HDL cholesterol r=0.041 p=0.826
Triglycerides r=0.033 p=0.354
Blood urea nitrogen r=0.010 p=0.946
Serum creatinine r=0.100 p=0514

A significant, weak positive correlation (r = 0.385, p = 0.001) was detected between
C-reactive protein (CRP) and PACAP-38 levels in the merged (acute and chronic) HF patient
group. Multivariate analysis taking into account the type of HF (acute or chronic) also
showed a significant strong positive correlation (r = 0.742, p < 0.001) between PACAP-38
and CRP (Figure 3). The relationship between CRP and PACAP-38 revealed significant
positive correlation (r = 0.615, p = 0.025) in acute HF patients. In the chronic group, a
positive tendency (r = 0.497, p = 0.059) was found between these two markers.

2.4. Correlation of Plasma PACAP-38 Levels with Pro- and Anti-Inflammatory Cytokines

In the HF group of 31 patients (12 acute HE, 19 chronic HF) and 9 controls we also
performed a Luminex array to determine the plasma level of 7 characteristic pro- and anti-
inflammatory cytokines (IL-1 3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-«). In the chronic HF group,
significantly lower cytokine concentrations were detected compared to both the acute HF and
the control groups regarding IL-1 3 (acute: p = 0.011, control: p = 0.002), IL-2 (acute: p = 0.002,
control: p < 0.001) and IL-4 (acute: p = 0.025, control: p = 0.004) levels (Figure 4).
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Figure 3. Correlation between the predictive value of C-reactive protein (CRP) (mg/mL) and plasma

PACAP-38 levels (pg/mL) with multivariate analysis, also taking the type of heart failure into account
(acute or chronic) (n = 46). Statistical analysis was performed with Spearman’s correlation.
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Figure 4. IL-1 § (A), IL-2 (B) and IL-4 (C) levels in acute (n = 12) and chronic heart failure (n = 19)
patients and in the control group (n = 9). Boxes with lines and whiskers represent the interquartile
range, median values and the outliers. The individual values are presented with black dots (control
group), squares (acute HF) or triangles (chronic HF). Statistical analysis was performed with one-way
ANOVA test with Tukey post-hoc test. * p < 0.05, ** p < 0.001 vs. chronic heart failure group.

In addition, significantly (p = 0.038) higher IL-10 levels were detected in the acute HF
group compared to the control, but not to the chronic HF group (Figure 5). In contrast, we
did not detect any significant differences between the HF and control groups regarding
IL-6, IFN-y and TNF-« levels.
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Figure 5. IL-10 levels in acute (1 = 12) and chronic heart failure (n = 19) patients and in the control
group (n =9). The box plot diagram represents the interquartile range, median values and the outliers.
The individual values are presented with black dots (control group), squares (acute HF) or triangles
(chronic HF). Statistical analysis was performed with one-way ANOVA test with Tukey post-hoc test.
* p < 0.05 vs. control group.

Furthermore, the correlation analysis showed significant positive correlation between
IL-1 B3, IL-2, IL-4, IL-10 cytokines and PACAP-38 levels in the HF cohort. Multivariate analysis
taking the type of HF into consideration (acute/chronic) showed a more remarkable positive
correlation between these cytokines and plasma PACAP-38 concentrations (Table 3).

Table 3. Correlation between the plasma level of different cytokines (IL-1 {3, IL-2, IL-4 and IL-10) and
PACAP-38 with Spearman’s correlation test or with multivariate analysis (taking also into account
the type of heart failure: acute or chronic). Statistically significant differences with p-values of
**p <0.001 and * p < 0.05 are indicated.

Correlation Test Multivariate Analysis
Cytokines Correlation Sienificance () Correlation Sienificance ()
Coefficient (r) 8 P Coefficient (r) 8 P
IL-1B r=0.539* p =0.002 r=0.780 ** p <0.001
IL-2 r=0.494* p = 0.005 r=0.812** p <0.001
IL-4 r=0.481* p = 0.006 r = 0.800 ** p <0.001
IL-10 r=0.367"% p=0.042 r=0.799 ** p <0.001

2.5. Comparison of PACAP-38 Levels in Heart Tissue Lysate of Non-Ischemic Cardiomyopathy
(NICM) and Ischemic Cardiomyopathy (ICM) Patients and Healthy Controls

In the second part of this study, we examined myocardial tissues of 23 advanced HF
patients undergoing heart transplantation. The underlying diseases were non-ischemic
cardiomyopathy (NICM) in 11 cases (47.8%) and ischemic (ICM) in 12 (52.2%) cases. The
most important anthropometric and hemodynamic parameters of the patients are presented
in Table 4.
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Table 4. The most important anthropometric data, echocardiographic and hemodynamic parameters

of the examined patients with non-ischemic cardiomyopathy (NICM) and ischemic cardiomyopathy

(ICM) before heart transplantation.

NICM ICM
(n=11) (n=12)
Mean age (years) 39.18 + 3.4 59.42 + 3.8
Gender 90.9% men 91.7% men
9.1% women 8.3% women
Echocardiographic parameters
End-diastolic diameter (mm) 75.45 + 3.1 7292+ 1.9
End-systolic diameter (mm) 6734 £29 65.75 £ 1.8
Ejection fraction (%) 17.09 + 14 2192 +23
Hemodynamic parameters
Cardiac output (L/min) 4.03 £0.22 4.28 £ 0.56
Mean heart rate (bpm) 104.5 + 3.1 74.33 + 4.9
Mean systolic blood pressure (mmHg) 99.56 + 3.4 107.17 + 4.9
Mean diastolic blood pressure (mmHg) 62.89 £ 4.1 56.58 £+ 4.6

As a control group, we also included 12 healthy organ donors (mean age: 31.11 £ 3.1 years,
50% men, 50% women, mostly dying of traffic accidents). From the homogenized myocardial
tissue samples, first, we determined the tissue PACAP-38 levels, then, we compared the concentra-
tions of the three cohorts. Significantly higher tissue PACAP-38 levels were detected in the healthy
control group compared to both the NICM (p = 0.007) and the ICM (p < 0.001) group (Figure 6).
There was no difference between ischemic and non-ischemic cardiomyopathy patients.
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Figure 6. Tissue PACAP-38 levels in heart tissue samples from patients with non-ischemic cardiomy-

opathy (NICM, n = 11) or ischemic cardiomyopathy (ICM, n = 12) and from the healthy control group

(n = 12). The box plot diagram represents the interquartile range, median values. The individual

values are presented with black dots (control group), squares (acute HF) or triangles (chronic HF).

Statistical analysis was performed with one-way ANOVA test with Tukey post-hoc test.* p < 0.050,

**p <0.001 vs. control group.
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2.6. Correlation of Tissue PACAP-38 Levels with Different Clinical and Laboratory Parameters

Furthermore, we performed correlation analysis in the examined patient groups to
reveal the potential connection between tissue PACAP-38 levels and NT-proBNP, as well as
different echocardiographic and routine laboratory parameters. As indicated in Table 5,
these statistical tests revealed no significant correlation between the possible influencing
factors and the tissue PACAP-38 levels.

Table 5. Examination of the correlation between the potential influencing factors and tissue PACAP-
38 levels. NICM: non-ischemic cardiomyopathy, ICM: ischemic cardiomyopathy, EF: ejection fraction,
LV-EDD: left ventricular end-diastolic diameter, RV-EDD: right ventricular end-diastolic diameter,
LDL: low-density lipoprotein, HDL: high-density lipoprotein. Spearman’s correlation test was used
to examine the correlation between NT-proBNP levels, different echocardiographic and laboratory
parameters and heart tissue PACAP-38 levels. Moreover, multivariate analysis was performed, also
considering the etiology of cardiomyopathy (non-ischemic or ischemic).

Correlation Coefficient (r) Significance (p)
NT-proBNP (pg/mL)
All patients r=—-0.167 p=0435
NICM r=—0.041 p=0.899
ICM r=—-0.254 p=0425
with multivariate analysis r=-0.187 p =0.688
Echocardiographic parameters
EF (%) r=0.146 p =0.494
LV-EDD (mm) r=0.167 p=0.369
RV-EDD (mm) r=-0.177 p =0.407
Posterior wall thickness (mm) r=0.240 p=0.451
septal wall thickness (mm) r=0.197 p =0.540
Routine laboratory tests
Cholesterol r=0.068 p=0.751
LDL cholesterol r=0.089 p=0.693
HDL cholesterol r=0.057 p =0.766
Triglycerides r=0.129 p =0.567
Blood urea nitrogen r=-0.031 p =0.887
Creatinine r=-0.122 p=0.578
Sodium r=-0.280 p=0.196
Potassium r=-0.307 p=0.154

2.7. Comparison of PAC1 Receptor Level in the Heart Tissue Lysate of NICM and ICM Patients
and Healthy Controls

Finally, the PAC1 receptor level was also examined with Western blot assay in the
heart tissue samples of HF patients and control individuals. The densitometry analysis
revealed significantly lower PAC1 receptor intensity in the tissue samples obtained from
the NICM group compared to the healthy controls (p = 0.045). In contrast, there were no
significant differences in the relative PAC1 receptor intensities between the ICM and the
control group (p = 0.145) (Figure 7).
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Figure 7. PAC1 receptor relative intensity in non-ischemic cardiomyopathy (A) (NICM, n = 11)
and ischemic cardiomyopathy (B) (NICM, n = 11; ICM, n = 12) vs. control group (CON, n = 12).
(C,D) pictures show the scanned Western blot representative images. PAC1 receptor values are
normalized to GAPDH. The box plot diagram represents the interquartile range and median values.
The individual values are presented with black dots (control group) or squares (NICM or ICM).
Statistical analysis was performed with Mann-Whitney test. * p < 0.05 vs. control group.

3. Discussion

In the current study, we provided the first evidence for significant differences between
plasma PACAP-38 levels in acute and chronic HF patients and healthy controls. We also
studied the potential influencing factors of plasma PACAP-38 levels. Moreover, this is the
first human study examining PACAP-38 LI in myocardial tissue samples of NICM and ICM
patients and also healthy controls. The significant differences between the tissue PACAP-38
levels and PAC1 receptor intensity of HF patients and controls emphasize the importance
of PACAP-38 signaling in HF.

Our results showed significantly higher plasma PACAP-38 levels in acute HF patients
compared to both the chronic HF and the control groups. The elevated PACAP-38 levels in
acute HF can be the result of a compensating “stress response” to a suddenly worsening
left ventricular ejection fraction. This reactive phenomenon seems to be a protective re-
sponse, potentially decreasing acute cardiomyocyte injury. Perna and co-workers examined
115 patients with HFrEF detecting advanced cardiomyocyte injury in more than half of
the patients. The extent of the cardiomyocyte injury showed strong correlation with the
prognosis of HF [22]. This myocyte damage is caused by oxidative stress, apoptosis and
necroptosis. PACAP effectively promotes cardiomyocytes against oxidative stress-induced
apoptosis in cell culture. As a result of PACAP treatment, significantly decreased caspase-3
activity and significantly higher anti-apoptotic Bcl-2 and phospho-Bad expression were
identified in cultured cardiomyocytes [9,14]. Furthermore, PACAP treatment significantly
inhibited oxidative stress-induced activity of pro-apoptotic JNK and p38-MAP-kinase in
endothelial cells [8]. Similar PACAP-38 release was observed during some acute severe
or life-threatening human diseases, such as acute ST-segment elevation myocardial in-
farction [21]. Based on these findings we suppose, that PACAP-38 can be regarded as a
general marker that may indicate the severity of the tissue injury, and also as a protective
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factor, eliciting antioxidant, antiapoptotic and anti-inflammatory effects in response to
acute cellular damage [23].

In contrast, significantly lower plasma PACAP-38 levels were detected in chronic
HF compared not only to the acute HF patients but also to the control group. The lower
PACAP-38 levels may be involved in the diminished cardioprotective mechanisms, making
the patients susceptible for further progression of HF. Mori and co-workers investigated
the effects of PACAP on the progression of HF in doxorubicin-induced cardiomyopathy;,
observing worse prognosis of HF in PACAP-deficient heterozygous and homozygous
mice compared to wild types [18]. According to their data, left ventricular dilatation was
significantly higher, while ejection fraction was significantly lower in PACAP-deficent mice;
moreover, the mortality rate was significantly higher, suggesting that endogenous PACAP
plays an important role in cardiomyocyte protection, and indicating that a lack of PACAP
indicates worse progression of HF [18]. In another in vitro model of toxic cardiomyopathy
applying mitoxanrone, it was found that PACAP-38 treatment significantly decreased the
damage of the left ventricular systolic function [19]. Furthermore, Otto and co-workers
revealed that pulmonary hypertension and decreased right ventricular systolic function
developed in PAC1 receptor-deficient mice [20], supporting this cardioprotective theory.
Albeit these findings are quite convincing, further longitudinal follow-up human studies
are necessary to prove that a lower plasma PACAP level is a predictive factor of worse
prognosis of HE.

Regarding the connection between PACAP-38 and NT-proBNP, which is the most in-
formative cardiac biomarker of HE, we found a remarkable significant negative correlation
between their plasma levels in the chronic HF group, implying a potential role of PACAP-38
in the ethiology of cardiomyopathy. This fact confirms our assumption that low PACAP
levels may be a potential biomarker of worse prognosis, such as elevated NT-proBNP levels.
An increasing number of studies suggest a potential clinical use of PACAP as a diagnostic
and prognostic biomarker in various pathological conditions; however, the question whether
PACAP alterations are consequences or contributing factors of the disease remains open.
Similar results were found in our earlier study, examining NICM and ICM patients, where
we observed a significant negative correlation between plasma PACAP-38 and NT-proBNP
levels in the ischemic group, but there was no significant correlation in the non-ischemic
group [24]. Contrarily, we detected a positive tendency in the acute HF group between the
two examined markers. NT-proBNP levels are usually elevated in acute decompensated HF
due to the increased atrial wall strain caused by volume and pressure overload [25]. However,
the prognostic value of NT-proBNP is weaker in the acute decompensated period before
treatment compared to the compensated stable chronic HF [25].

It is a known fact that the not infection-related elevation of plasma CRP levels may
mark systemic cardiac stress response and have a prognostic role in HE. The positive corre-
lation between PACAP-38 and CRP levels are also strengthening the potential biomarker
role of PACAP-38 in HF. This theory is further supported by our earlier study, where we
detected sigificant positive correlation between PACAP and CRP in polytrauma patients
during the acute phase [23]. However, it is important to note that circulating PACAP-38
levels alone may not be a useful biomarker for individuals suffering from HF; therefore,
additional, complementary measures of other cardiac biomarkers may need to be com-
bined with the polypeptide. In the future, it seems feasible that a combination of multiple
cardiovascular biomarkers in one diagnostic panel will be used for the early diagnosis and
reliable prediction of progression or therapeutic response in HE.

Examining the plasma cytokine levels in the different HF groups, we obtained diverse
results. Significantly lower IL-1 3, IL-2 and IL-4 cytokine levels were detected in the chronic
HF group compared to both the acute HF and the control groups. Several earlier studies
proved that the baseline therapy of HF containing ACEI, (3-blocker and MRA remarkably
decrease the serum levels of these cytokines [5,26,27]. Moreover, some studies reported
significantly decreased level of inflammatory markers in patients with CRT therapy, es-
pecially in the responder cases [27]. In this current study, the rate of the optimal medical
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therapy was over 80% in the chronic HF group; all of the examined patients received ACEI
and 3-blocker therapy and 81.8% of them were also taking MRA. Numerous previous
investigations have been conducted examining the different cytokines in HF, but these
result are still conflicting [28,29]. Although some have reported higher cytokine levels in
HEF [28,29], we assume that the lower cytokine levels can be explained by the extremely
frequent application of the baseline HF therapy. Moreover, some examinations also showed
that the alteration in different cytokine levels is associated with the severity of HF and
the NYHA status [5,30]. They found significantly higher cytokine levels in patients with
more severe HF and in NYHA stage III-IV. All our chronic HF patients had compensated
cardiac status with NYHA stage I-1I, which might also explain the low cytokine levels we
measured in our assays.

Regarding the anti-inflammatory cytokine IL-10, we found significantly higher IL-10
levels in the acute HF group compared to the controls. Moreover, there was a significant
positive correlation between IL-10 and plasma PACAP-38 levels, especially when the type
of the HF (acute/chronic) was also considered. IL-10 is widely investigated in different
experimental and human studies. In HF patients, significantly increased levels of plasma
IL-10-secreting B cells were detected [31], suggesting that the elevated IL-10 levels may be
part of the protective response in the acute decompensated HE.

Interestingly, we did not detect any significant differences in IL-6, IFN-y and TNF-«
levels between acute, chronic HF and the control groups, although several investigations
discussed remarkable elevated levels of these cytokines in acute decompensated HF [27,29].
Our results fall in line with earlier controversal findings. The pathological role of IFN-y in
HF is still unclear, as the results from the limited number of clinical and animal examinations
are controversial [32]. TNF-«, the most potent inflammatory cytokine, shows promising
results in HF and cardiac remodeling. Several studies detected elevated circulating TNF-oc
levels in HFrEF correlating with worse prognosis and increased mortality. Surprisingly,
clinical trials of anti-TNF-« therapy resulted in increasing all-cause mortality and HF
hospitalization [33]. In addition, the above-mentioned medical treatment in HF patients
may also influence the plasma level of various inflammatory cytokines, i.e., lower IL-6
concentration can be detected in HF patients after 3-blocker treatment [34]. All of these
conflicting results about the potential protective or harmful effects of TNF-« and IFN-y and
the unknown underlying mechanisms can explain the inconsistency between the published
data and our present results.

In the second part of our study, we examined human heart tissue samples and we found
conflicting results between HF groups with different etiology and control groups. Earlier, we
have already shown the presence of PAC1 receptor in human cardiac tissue samples with
immunohistochemistry examination [35]. Since the etiology of HF (primary or ischemic) may
influence PAC1 receptor expression and the tissue levels of PACAP-38 peptide, we examined
the level of these molecules in the different groups. Correlation tests showed no significant
connection between the clinical or myocardial functional parameters (e.g., ejection fraction,
cardiac output), the routine laboratory parameters and tissue PACAP-38 levels, indicating no
influencing effect on the PACAP levels, similarly to other human studies [21].

We examined the levels of intracellular PACAP-38 in homogenates of NICM and ICM
hearts and healthy myocardial tissues. Our present results revealed a significantly lower
tissue PACAP level in the end-stage HF hearts compared to the healthy ones, which can be
explained by our earlier data, suggesting that intracellular PACAP-38 level, or accumula-
tion of the polypeptide, is mostly related to the living, intact cells [10,35]. In contrast with
the plasma levels, we did not find any significant correlation between tissue PACAP-38
levels, plasma NT-proBNP concentrations and different echocardiographic parameters. The
exact source of the tissue PACAP-38 is not known, as PACAP-38 was detected in the nerves,
myocytes, extracellular matrix and also in the cytoplasm of infiltrating macrophages [36].
Based on these data, we assume that the damaged myocytes or the “exhausted” com-
pensation mechanisms might lead to the lower tissue PACAP-38 levels that we found in
end-stage HF. The latter is strengthened by literature data, showing that the natriuretic
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peptide levels can be extremely low in some cases of end-stage HF due to the “exhausted”
neurohormonal system [37], making the correlation analyses more difficult [24].

Finally, we examined the PAC1 receptor intensity in the collected heart tissue sam-
ples. In our earlier experiment, we showed PAC1 receptor expression in the heart muscle
cells; in contrast, in the endocardial connective tissue, we did not detect PAC1 receptor
positivity [35]. However, in the current study, we first performed PAC1 receptor quantifica-
tion using Western blot in human cardiac tissue samples, detecting significant differences
between different etiological HF groups and the healthy controls. In NICM patients, signifi-
cantly lower PAC1 receptor intensity was detected, while we found no significant difference
in PAC1 receptor density in the ischemic group compared to the healthy controls. The
possible explanation for these results is based on the different pathophysiology of the
ischemic and non-ischemic cardiomyopathy. In NICM, the main underlying mechanisms
are apoptosis, myocardial fibrosis and consequential cardiac remodeling [38]. We suggest
that the increased cardiomyocyte apoptosis and the complex medical treatment together
may lead to a decreased level of PACI receptors. In contrast to the above-mentioned
pathomechanism, both the repeated ischemic attacks and preconditioning play an impor-
tant role in ICM. The ischemic preconditioning enhances beneficial and protecting effect
against ischemic injury and increases the production of various factors, such as adenosine,
bradykinin or opiates [39]. In an earlier study, we detected a positive tendency between
the different conditioning techniques and the plasma PACAP-38 levels [21]. However,
there are no clinical data about the connection between preconditioning and PAC1 receptor
level. Based on experimental and our human study results, we hypothesized that the
relatively higher PAC1 receptor intensity is caused by the ischemic preconditioning in
the ICM group. The presence of PAC1 receptors in myocardium raises the possibility of
therapeutic use of endogenous or exogenous PACAP taking advantage of the anti-apoptotic,
anti-inflammatory and anti-oxidant properties.

4. Materials and Methods
4.1. Plasma and Serum Samples of HF Patients

In the first part of our study, 13 patients with acute decompensated HF (mean age:
66.5 £ 3.7 years, 33% women, 77% men), 33 patients with chronic, compensated HF (mean
age: 65.9 + 3.8 years, 34.3% women, 75.7% men) and 13 age- and gender-matched controls
without HF (mean age: 65.8 £ 4.0 years, 31% women, 69% men) were examined. Patients
with ICM and NICM were included in the acute HF group, admitted to intensive care unit
due to reduced ejection fraction (EF < 40%) and symptoms of acute cardiac decompensation
(shortness of breath, limitation of physical activity, NYHA III-IV stage). In contrast, patients
with compensated chronic HF due to dilated cardiomyopathy were enrolled in the chronic
HF group. Their cardiovascular status was compensated (NYHA II stage) and patients were
on stable pharmacological treatment at least 3 months prior the enrollment. We also involved
an age- and gender-matched control group in our study, including patients examined in
our hospital for hypertension or atypical chest pain without symptoms or evidence of HE.
Structural heart disease, impaired left ventricular systolic function (EF > 55%) and ischemic
heart diseases were excluded by coronarography or coronary CT angiography. All patients
possessing any inflammatory disease were excluded from the study.

Several routine laboratory tests were performed in all participants: three tubes (native,
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) and citrate tubes) were taken for general laboratory
testing. Inflammatory parameters (serum CRP level), renal function (serum creatinine
and urea levels), complete blood count and lipid parameters (serum total cholesterol,
LDL cholesterol, HDL cholesterol, and levels of triglycerides) were determined. NT-
proBNP measurements were also performed in cases of acute decompensated HF and
chronic HE. All laboratory tests were performed in the Department of Laboratory Medicine,
Clinical Center, University of Pecs. For detection of PACAP-38 LI, another 10 mL tube of
peripheral venous blood including EDTA was also taken. Due to the polypeptide nature of
PACAP-38, a protease inhibitor (200 puL aprotinin (stock 1.4 mg/mL) into 10 mL blood) was
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added to the blood samples and an ice water bath was used for storing the tubes to avoid
peptide degradation. The EDTA-tubes were centrifuged immediately after the collection
(4000 rpm, 4 °C, 15 min), after which the supernatant was collected and stored at —80 °C
in polypropylene tubes (Sarstedt, Budapest, Hungary), then PACAP-38 sandwich-type
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and cytokine analysis with Luminex array
were performed using these samples.

All human sample collections were carried out according to a protocol approved by
the Institutional Ethics Committee (PTE KK 6383). In all cases, we obtained informed
consent of the volunteers.

4.2. Cardiac Tissue Samples of HF Patients

Human heart samples were collected in the Department of Heart Failure and Transplan-
tology, Cardinal Stefan Wyszyriski National Institute of Cardiology, Warszawa, Poland, as
previously described [40]. Healthy human hearts were obtained from organ donor patients
(control, n = 12). The donors did not have any relevant previous cardiological history or any
abnormalities in ECG and echocardiography (LV dimensions/contractility within normal
ranges), and the control hearts were not used for transplantation due to technical reasons
(e.g., due to donor/recipient incompatibility). Explanted failing hearts were obtained from
patients suffering from advanced HF of non-ischemic (NICM, n = 11) or ischemic (ICM,
n = 12) etiology. Human left ventricular tissue samples were taken from free wall, at the time
of heart explantation (avoiding scarred, fibrotic or adipose tissue, endocardium, epicardium
or coronary vessels). The samples were rinsed immediately in physiological saline, blotted
dry, frozen in liquid nitrogen and kept at —80 °C until further processing.

For tissue disruption, a total of 30 mg frozen cardiac tissue samples were sonicated
with a Hielscher UP 200 H/S homogenizer (Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Germany)
in 500 pL of ice-cold phosphate buffered saline (PBS) containing 14 pg aprotinin as protease
inhibitor. Sonication was performed on ice with 3 x 30 s bursts and an amplitude of 30%.
Then, the homogenates were centrifuged at 10,000 rpm, for 15 min at 4 °C. The obtained
supernatants were collected and tested for PACAP-38 LI with a PACAP-38-specific ELISA.

All experimental procedures were done in accordance with the ethical standards of
the responsible institutional and national committee on human experimentation, adhering
to the Helsinki Declaration (1975). Written informed consent was obtained from all patients
involved in the study according to the protocol approved by the Local Ethics Committees
of the Institute of Cardiology, Warszawa, Poland (IK-NP-0021-24/1426/18).

4.3. Measurement of PACAP-38 Like Immunoreactivity (LI) by ELISA

For the determination of PACAP-38 LI in human cardiac tissue homogenates and
plasma samples, sandwich-type enzyme-linked immunosorbent assay (human PACAP-38
ELISA kit, MyBiosource, San Diego, CA, USA, cat.No: MBS109020) was used according to
the protocol provided by the manufacturer. PACAP-38 LI is referred to as PACAP-38 level
in the manuscript. Briefly, 50 uL of PACAP-38 standards, tissue homogenates, and plasma
of myocardial infarction patients and healthy controls were pipetted to the appropriate
wells of the anti-PACAP-38 antibody-precoated microwells in duplicate. Then, 100 uL
of horseradish peroxidase (HRP)-conjugated reagent was added to each well, covered
with closure plate and incubated for 60 min at 37 °C. The plate was washed four times
with 200 uL/well of 1x Wash buffer. Next, 50 pL of Chromogen Solution A and 50 pL of
Chromogen Solution B was added to each well and incubated for 15 min at 37 °C in dark.
The developing color reaction was stopped by adding 50 uL of Stop solution to every well.
The SPECTROStar Nano spectrophotometer (BMG Labtech, Ortenberg, Germany) was
used to measure the optical density (OD) of the test-wells at a wavelength of 450 nm. Since
the obtained OD values were proportional to the level of PACAP-38 in the test samples,
their concentrations were calculated by comparing the OD values of the sample wells to the
ODs of the standard curve. All measured plasma PACAP-38 levels are shown in pg/mL.
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4.4. Measurement of Pro- and Anti-Inflammatory Cytokine Levels with LUMINEX Array

Plasma samples from 9 healthy control and 31 HF patients (1 = 12 acute HF, n =19
chronic HF) were examined for the concentrations of 7 characteristic pro-, and anti-
inflammatory cytokines (IL-1 {3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-g, TNF-a) with the high sensitiv-
ity Invitrogen™ Human Cytokine 7-Plex ProcartaPlex™ Panel (Thermo Fisher Scientific,
Vienna, Austria) according to the manufacturer’s instructions. All tests were run in du-
plicate. Briefly, first, the kit components were allowed to warm up to room temperature.
Then, plasma samples were thawed and 25 pL volume/well plasma and diluted cytokine
standards were loaded onto a 96-well plate containing 25 uL of capture antibody-coated
fluorescent-coded beads. The plate was incubated for 30 min. After washing, 25 uL biotiny-
lated detection antibodies and 50 pL streptavidin-PE were added to the plate with alternate
incubation and washing steps. After final washing 120 pL Reading buffer was added to
the wells and the plate was read on the Luminex MagPix array reader. Five-parameter
logistic (PL) regression curve was used to plot the 7-pt standard curves for all analytes.
Data were analyzed using the Belysa 1.1.0 (Merck KGaA; Darmstadt, Germany) software.
The calculated cytokine concentrations were given in pg/mL.

4.5. Measurement of PAC1 Receptor Level by Western Blot Analysis

In order to investigate whether PAC1 receptor level is altered at the protein level in
the homogenates of heart samples, Western blot was performed as previously described
in our laboratory with modifications [41]. Frozen tissue samples were homogenized in
1x radio immunoprecipitation assay buffer (RIPA; Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA), supplemented with 1x HALT Protease and Phosphatase Inhibitor cocktail (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). Protein concentration of the samples was determined by
bicinchoninic acid assay kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Equal amounts of
protein from each sample were mixed with 1/4th total volume of Laemmli buffer containing
-mercaptoethanol (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and were loaded on 4-20%
Tris-glycine sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gradient gels (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), and electrophoresed at constant voltage (on 90 V for 15 min and on 110 V for
1.5 h, room temperature). The separated proteins were transferred onto polyvinylidene
difluoride membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) with Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System (2.5 A, 7 min, room temperature, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Next, membranes
were blocked with 5% bovine serum albumin (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in Tris-buffered
saline containing 0.05% Tween-20 (0.05% TBS-T; Sigma, St. Louis, MO, USA) for 2 h at
room temperature, and then were probed with primary antibodies overnight at 4 °C (anti-
ADCYAPIR1/PAC1: 1:2500, cat. No: SAB2900693, Sigma, St. Louis, MO, US; GAPDH:
1:5000, cat. No: 2118, Cell Signaling, Danvers, MA, USA). After a 3 X 10-min wash in
0.05% TBS- T, membranes were incubated with corresponding HRP-conjugated secondary
antibodies (anti-rabbit: 1:5000, cat. No: 7074; Cell Signaling, Danvers, MA, USA) for 2 h
at room temperature and washed in 0.05% TBS-T again for 3 x 10 min. Signals were
visualized after incubation with Clarity™ Western ECL Substrate chemiluminescence kit
(#170506S; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) by Chemidoc XRS+ Gen Imagine System (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Image analysis was performed using Image Lab™ 6.0 software (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). The measured density of PACI receptor was normalized to the
intensity of GAPDH specific lane and presented as relative PAC1 receptor intensity.

4.6. Statistical Analysis

For statistical analysis, SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL,
USA) Program was used. Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk normality tests were
performed, showing normally distributed data. To detect the potential differences between
the examined groups (acute or chronic HF vs. control; ICM or NICM vs. control), one-
way ANOVA with Tukey post hoc tests were used. Mann-Whitney test was performed to
examine the differences in PAC1 receptor intensity between the different cardiomyopathy
groups (ICM or NICM) and healthy controls. The interaction between PACAP-38 and NT-
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proBNP, CRP, different cytokine levels and other potential impacting factors (comorbidities,
echocardiographic parameters, therapy and routine laboratory parameters) were tested with
Spearman’s correlation. Based on the correlation coefficient (the r value), we could define
positive (r = 0-1) and negative (r = —1-0) correlation, including subgroups with different
strength. Multivariate regression analysis was performed to examine the additive effects of
the main influencing factors. In all cases, p < 0.05 was considered statistically significant.

5. Conclusions

In this study, we detected significantly higher plasma PACAP-38 levels in acute, de-
compensated HF and significantly lower PACAP-38 in chronic, compensated HF compared
to the healthy control group. PACAP-38 also showed strong correlations with important
HF biomarkers, such as NT-proBNP and CRP. Moreover, we revealed significant correlation
between PACAP-38 and different pro- and anti-inflammatory cytokines. Furthermore,
significantly higher tissue PACAP-38 was detected in the healthy controls compared to
both ischemic and non-ischemic cardiomyopathies. Additionally, we found significantly
lower PAC1 receptor intensity in the NICM group compared to the controls. All of these
results highlight the importance and necessity to investigate the predictive biomarker role
of PACAP-38 in human follow-up studies of HF patients.
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Abstract

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) is a pleiotropic and multifunctional neuropeptide having neurotrophic,
neuroprotective, and general cytoprotective actions in a variety of tissues based on its anti-apoptotic, anti-inflammatory, and antioxidant
effects. Several studies have demonstrated its cardioprotective effects in vitro and in various animal models. However, few data are
available on the presence of PACAP in human cardiac tissues and its role in the pathomechanism and progression of different cardiac
disorders, particularly heart failure. Earlier, our research group has shown PACI receptor immunoreactivity in human heart tissue
samples and we have found significantly elevated PACAP27- and PACAP38-like immunoreactivity in ischemic cardiac samples
compared to valvular abnormalities with radioimmunoassay. In the last few years, numerous studies examined the presence and the
changes of PACAP levels in different human tissue samples and biological fluids to show alterations in different physiological and
pathological conditions. Therefore, the aim of the present study was to measure the alterations of blood PACAP levels in chronic heart
failure caused by primary dilated cardiomyopathy or ischemic cardiomyopathy and to examine the possible relationship between serum
levels of PACAP, N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide (NT-proBNP), and systolic left ventricular function, the most
reliable biomarkers of heart failure. In the group of mild heart failure patients, a significant strong negative correlation was detected.
Furthermore, in moderate heart failure, we found a significant moderate negative correlation between PACAP and NT-proBNP levels
only in ischemic subgroup. Positive correlation was found between serum PACAP level and ejection fraction only in patients with heart
failure due to ischemic cardiomyopathy but not in patients with primary dilated cardiomyopathy. In summary, remarkable differences
were observed between the ischemic and non-ischemic heart failure suggesting that PACAP might play an important role in the
pathomechanism and progression of ischemic heart failure and it might be a potential biomarker of cardiac diseases in the future.

Keywords PACAP - Heart failure - NT-proBNP - Dilated cardiomyopathy

Introduction neuropeptide that stimulates adenylate cyclase activity in the

pituitary gland (Miyata et al. 1989). PACAP belongs to the
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)is  vasoactive intestinal polypeptide (VIP)/secretin/glucagon
a multifunctional neuropeptide identified as a hypothalamic ~ family and it exists in 27 and 38 amino acid forms, the latter
accounts for 90% of total PACAP. Three distinct PACAP re-
ceptors are known, the specific PAC1 receptor and the
PACAP/VIP indifferent VPAC1 and VPAC2 receptors
(Vaudry et al. 2009). PACAP exerts neuroprotective, neuro-
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et al. 2007; Vamos et al. 2014) and has protective effects
against ischemia/reperfusion injury and oxidative stress on
cardiomyocytes and endothelial cells (Sano et al. 2002; Gasz
et al. 2006a, b; Racz et al. 2007, 2010; Roth et al. 2009; Mori
et al. 2010). Studies have demonstrated that not only exoge-
nous PACAP protects against doxorubicin-induced cell death
in cardiomyocytes (Racz et al. 2010) but also endogenous
PACAP has a cardioprotective effect on cardiomyopathy trig-
gered by doxorubicin in mice (Mori et al. 2010). PACAP also
prevents mitoxandrone-induced cardiac injury in mice
(Subramaniam et al. 2017). Otto and co-workers (2004) have
found pulmonary hypertension and right heart failure in PAC1
receptor-deficient mice. Another study has demonstrated ele-
vated PACAP levels in the mouse heart after myocardial in-
farction (Alston et al. 2011). Based on in vitro and animal
experiments — which have shown cardioprotective effect of
PACAP — the question arises, what role this neuropeptide can
play in human cardiovascular diseases.

In the last few years numerous studies examined the pres-
ence and the changes of PACAP level in different human
tissue samples and biological fluids to show alterations in
different physiological and pathological conditions (Reglodi
et al. 2016). Our research group has shown elevated blood
PACAP level in pregnant and lactating women, and we have
also described the presence of PACAP in human milk sam-
ples (Borzsei et al. 2009; Reglodi et al. 2010). Most of the
clinical studies were performed in neurological diseases, such
as migraine (Tuka et al. 2013), neurodegenerative disorders
(Han et al. 2014a, b), traumatic brain injury (Bukovics et al.
2014), and hemorrhagic stroke (Ma et al. 2015; Jiang et al.
2016). There are some other experiments from urological
(Eneman et al. 2015) and gynecological disorders (Kanasaki
et al. 2013) where significant alterations of blood PACAP
levels have been found compared to healthy samples. Based
on these results, we can suggest that PACAP might have
diagnostic value, as a potential biomarker, in several clinical
disorders.

Although the results of different studies in the last
15 years suggest that PACAP might play a role in the pa-
thology of ischemic heart disease, there are only few data
about PACAP from patients with cardiac disorders. Earlier,
we have shown PACI receptor immunoreactivity in human
heart tissue samples and we have found significantly ele-
vated PACAP27- and PACAP38-like immunoreactivity
(LT) in ischemic cardiac samples compared to valvular ab-
normalities with radioimmunoassay (Szanto et al. 2012).
Therefore, the aim was to continue our cardiological clin-
ical studies to examine the alterations of PACAP levels in
blood samples of heart failure patients with reduced ejec-
tion fraction (HF-rEF) with radioimmunoassay (RIA).

The etiology and progression of heart failure are well
defined; furthermore, the systolic left ventricular (LV) dys-
function is objectively diagnosable with non-invasive

echocardiographic methods. Several biomarkers have been
investigated in relation to heart failure, such as high-
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), troponin-T, and
creatine kinase (ESC Guideline 2016). The most reliable
biomarker for heart failure seems to be the serum N-
terminal prohormone of brain natriuretic peptide (NT-
proBNP), even though this marker has its limitations, es-
pecially in non-acute cases (Kelder et al. 2011a, b).
Clinical experience shows that patients with the same
NT-proBNP levels respond to the same medical treatment
in different ways. This low-level evidence is a regular chal-
lenge for monitoring the prognosis. Based on these obser-
vations, it is presumable that there are some other factors
which can affect the course of the disease and could serve
as potential biomarker in cardiac diseases. Therefore, the
aim of this study was to examine the possible relations
between serum levels of PACAP, NT-proBNP, and systolic
left ventricular function. To examine these markers, we
chose two well-defined initial diseases: primary dilated
cardiomyopathy (DCM) and ischemic dilated cardiomyop-
athy, the most common forms of HF-rEF.

Methods

In this experiment, we examined peripheral venous blood
samples of 42 patients with primary (n=9) and ischemic
(n=33) dilated cardiomyopathy. The most common type of
DCM is ischemic cardiomyopathy, which is characterized by
a lack of blood supply to the heart muscle caused by coronary
artery disease and heart attacks (Anversa and Sonnenblick
1990). In the primary form, a lot of different causes are detect-
able such as genetic disorders or myocarditis, but the ischemic
causes are excluded in all cases (Maron et al. 2006). The
selection of the patients was based on systolic ventricular
function (EF <40%). For the relative objective measurement
of EF, we used the Simpson method (Domberger et al. 2015).

From all patients, two blood collection tubes (one 10 ml,
one 5 ml) were taken for general laboratory examination.
During these laboratory tests, inflammatory parameter (serum
C-reactive protein level), kidney function (serum creatinin and
urea levels), and blood lipid parameters (serum cholesterol,
LDL cholesterol, HDL cholesterol, and levels of triglycerides)
were detected. Other two 10-ml tubes including ethylenedi-
aminetetraacetic acid (EDTA) were taken — one for PACAP
and the other one for NT-proBNP determination. Because of
the polypeptide nature of PACAP, we had to use protease
inhibitor (200 pl aprotinin (1.4 mg/ml) into 10 ml blood)
and ice water bath for storage of the tubes to avoid peptide
degradation. The two EDTA tubes were centrifuged immedi-
ately after the collection (4000 rpm, 4 °C, 15 min), and one of
the supernatants was examined with chemiluminescence de-
tector to measure the serum NT-proBNP level. The other
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supernatant, which included aprotinin, was further processed
for RIA analysis of PACAP38-LI. The collected plasma sam-
ples were stored in polypropylene RIA tubes (Sarstedt,
Hungary) at —80 °C until RIA determination.

All human sample collections were carried out ac-
cording to a protocol approved by the Institutional
Ethic Committee (PTE KK 6383). In all cases, we ob-
tained written consent of the volunteers before sample
collection.

Due to the low circulating levels of PACAP38 in plasma, a
minimum of 1 ml plasma was required for the accurate deter-
mination by RIA. Collected plasma samples were thawed, and
during extraction procedures, samples and extraction reagents
were stored in an ice water bath. Extraction was performed in
the polypropylene RIA tubes (5 ml, 12 x 75 mm). For precip-
itation of plasma proteins, 1 ml plasma was added to 3 ml 96%
ethyl alcohol. After mixing, the samples were incubated in an
ice bath for 30 min. After centrifugation (4000 rpm, 4 °C,
10 min), the supernatants were decanted into RIA tubes and
evaporated to dryness using nitrogen stream without heat. The
dried samples were stored at —80 °C prior to RIA determina-
tion. In the RIA process, the samples were re-dissolved in
800 pl assay buffer and assayed directly in these tubes.

In RIA examination, PACAP38-specific antiserum (88111-
3) was applied, which was raised against a conjugate of
Cys(23)-PACAP(24-38) and bovine thyroglobulin coupled
by carbodiimide in rabbits (Arimura et al. 1991). PACAP38
peptide was used as a RIA standard ranging from 0 to
1000 fmol/ml. Mono'**"-labeled PACAP24-38 C-terminal
fragment was applied as a RIA tracer prepared in the
Department of Pharmacology and Pharmacotherapy,
University of Pecs. The assay bufter (0.05 mol/l, pH 7.4 phos-
phate buffer) contained 0.1 M NaCl, 0.05% NaN3, and 0.25%
bovine serum albumin (BSA, Sigma). The 1 ml incubation
mixture contained 100 pul PACAP38 standards, 100 p antise-
rum (working dilution 1:10000), 100 ul RIA tracer
(5000 cpm/tube), and the assay buffer. After 48 h incubation
at 4 °C, the antibody-bound peptide was separated from the
free peptide by addition of 100 pl separating suspension (10 g
charcoal, 1 g dextran, and 0.5 g commercial fat-free milk
powder in 100 ml distilled water). After centrifugation
(4000 rpm, 4 °C, 20 min) the tubes were gently decanted.
Radioactivity of the precipitates was measured in a NZ310
type gamma counter (Gamma, Budapest, Hungary). The
PACAP38-LI of the unknown samples was read from the
calibration curve.

Antiserum “88111-3,” used in the assay, turned out to be C-
terminal specific without affinity for PACAP27, VIP, glucagon,
secretin, motilin, PHI, and GRF based on cross-reaction stud-
ies. Intra-assay and inter-assay coefficients of variation were
7.2 and 8.7%, respectively. In the recovery test, known amounts
(low, middle, high) of PACAP38 were added to human plasma
and after extraction and RIA determination, the observed
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percentage recovery of PACAP38 were 85.6, 91.6, and
92.3%, respectively (Arimura et al. 1991; Jakab et al. 2004).

For statistical analysis, we used the IBM SPSS Statistic 21
Program. For the examination of the relationship between
PACAP, NT-proBNP, and EF, we used linear regression,
Pearson’s (for parametric values), and Spearman’s (for non-
parametric values) correlation tests. Correlation tests were
used to detect the strength of the relationship between two
variables. Based on the correlation coefficient (the » value),
we could define positive (»=0-1) and negative (r=—1-0)
correlation including subgroups with different strength
(Table 1.) We also used linear regression to describe the linear
relationship between PACAP and NT-proBNP in a more sen-
sitive way with regression line and coefficient ((3). In both
statistical models, the coefficient of determination (R?) can
be defined to describe the impact of one variable to the other;
furthermore, it can give more information about the goodness
of fit of a model. R? ranges from 0 to 1, an R? of 1 indicates
that the regression line perfectly fits the data and the variables
perfectly determine each other. In all cases, p < 0.05 was con-
sidered statistically significant.

Results

In our study, we investigated the plasma level of PACAP38-LI
in heart failure. We examined 42 patients who suffered from
dilated cardiomyopathy. These patients were aged 3784 years
with a mean age of 64.4 +5.66 years and included 35 males
and 7 females; 73.4% of patients had hypertension, and 40.5%
had diabetes mellitus. The correlation analysis showed no as-
sociation between plasma PACAP levels and gender, age, hy-
pertension, diabetes mellitus, and some important labor pa-
rameters (Table 2). According to previous study results
(Farnham et al. 2011), we also evinced that these factors have
no influence on the plasma PACAP levels.

Based on the etiology, we separated our patients in two
groups, primary (n=9) and ischemic (n =33) DCM. Patients
with ischemic DCM were divided into three other subgroups
by virtue of NT-proBNP levels and clinical symptoms. We
defined a mild (n =6, NT-proBNP <500 pg/ml, grade I ac-
cording to the New York Heart Association functional classi-
fication — NYHA 1), a moderate (n = 16, NT-proBNP = 500—

Table 1  The interpretation of the correlation coefficient (r)

(+) relationship (—) relationship The strength of the relationship

<02 >-0.2 No correlation

0.2-04 -04—0.2 Weak correlation
0.4-0.7 -0.7—04 Moderate correlation
0.7-0.9 -09—0.7 Strong correlation
0.9-1 -1-—0.9 Very strong correlation
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Table 2 Correlation analysis between serum PACAP38 level and
gender, age, hypertension, diabetes mellitus, and labor parameters.
Bivariate correlations were assessed by Pearson’s (for parametric
values) and Spearman’s (for non-parametric values) correlation
coefficient. NS non-significant

Factors r value p value

Gender (male/female) 0.037 >0.05—NS
Age (years) 0.015 >0.05—NS
Hypertension 0.020 >0.05—NS
Diabetes mellitus 0.098 >0.05—NS
Plasma C-reactive protein (mg/l) 0.071 >0.05—NS
Serum creatinine (Lmol/l) 0.123 >0.05 —NS
Serum urea (mmol/l) 0.063 >0.05 —NS
Serum cholesterol (mmol/1) 0.024 >0.05—NS
Serum LDL cholesterol (mmol/I) 0.107 >0.05 —NS
Serum HDL cholesterol (mmol/I) 0,067 >0.05 — NS
Serum triglycerides (mmol/l) 0.022 >0.05—NS

3000 pg/ml, NYHA II-III), and a severe (n= 11, NT-proBNP
> 3000 pg/ml, NYHA II-1V) HF group. The NYHA classifi-
cation has been used to express the severity of symptoms.
However, the latest studies have shown that symptom severity
barely correlates with measures of LV function, although a
clear relationship has been detected between the severity of
symptoms and survival (McMurray et al. 2012; ESC
Guideline 2016).

First, we examined the correlation between plasma levels
of PACAP38-LI and NT-proBNP. In the primary DCM group,
we could not detect any correlation between the two markers
(r=0.19, R*=0.04, 3=0.20 Fig. 1).

Primary DCM
R? Linear = 0.040
22.00 =0.19
B=0.20
~
E 2000 °©
=
g
o]
=
—  18.00
- o
2 ° °
2 y=10, o
< 16.00
z
A~ o
[e]
14.00
o
12.00 L— r T - - -
0.00 100000 200000  3000.00 400000  5000.00
NT-proBNP (pg/ml)

Fig. 1 The line of linear regression between serum PACAP38-LI and
serum NT-proBNP levels in the primary DCM group

On the other hand, we found significant correlation be-
tween PACAP38-LI and NT-proBNP levels in the ischemic
DCM group. In patients with mild HF (NT-proBNP < 500 pg/
ml, NYHA 1), a significant (p = 0.039) strong negative corre-
lation (»=—0.8) and linear relationship (G=—0.834, R*=
0.695) were detected between the two examined factors
(Fig. 2).

In the moderate HF group (NT-proBNP = 500-3000 pg/ml,
NYHA II-I1I), which contained higher number of patients, we
found a significant (p = 0.021) moderate negative correlation
(r=—10.6) and linear relationship (8=-10.572, R*=0.328)
between PACAP38-LI and NT-proBNP levels (Fig. 3).

In the third, severe HF group (NT-proBNP > 3000 pg/ml,
NYHA 1V) slightly weaker negative correlation (r=—0.27)
and linear relationship (5=—0.27, R*= 0.073) were detected;
however, we did not find significant results in this case (p =
0.42) (Fig. 4).

In the second part of the study, we investigated the corre-
lation between NT-proBNP levels and EF, as well as the rela-
tion between the plasma levels of PACAP38-LI and EF.
Several studies investigated the relationship between NT-
proBNP and EF. Our results showed a significant (p =0.021)
negative correlation (»=—10.39) between the two examined
factors by the patients.

We did not find any remarkable differences between the
results of primary (»=-0.4) and ischemic (»=—0.386)
DCM groups. In contrast to these results, notable differences
were detected between the primary and ischemic DCM groups
regarding the correlation between PACAP38-LI levels and EF.
In the primary group, no correlation (»=0.05) was found be-
tween PACAP38-LI and EF. On the other hand, a positive
tendency with a weak positive correlation (»=0.306) was

Ischemic DCM - group 1., NT-proBNP: <500 pg/ml

R? Linear = 0.695
r=-0.8
B=-0.8340
p=0.039

22.00

20.00 4 o
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12.00

10.00

15000  200.00  250.00 300.00  350.00 400.00  450.00
NT-proBNP (pg/ml)

Fig. 2 The line of linear regression between serum PACAP38-LI and
serum NT-proBNP levels in the first group (mild HF — NT-proBNP <
500 pg/ml, NYHA 1) of patients with ischemic DCM

@ Springer



372

J Mol Neurosci (2019) 68:368-376

Ischemic DCM - group 2., NT-proBNP: 500-3000 pg/ml
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Fig. 3 The linear regression line describes the relationship between
serum PACAP38-LI and serum NT-proBNP levels in the second group
(moderate HF — NT-proBNP =500-3000 pg/ml, NYHA II-III) of
patients with ischemic DCM

2000.00 3000.00

shown between PACAP38-LI and EF in the ischemic group
with no statistical difference (p =0.128).

Discussion

In the present experiment, we have proven that blood PACAP
level significantly changes in heart failure and it shows corre-
lation with EF and NT-proBNP suggesting its possible prog-
nostic and diagnostic value, as a potential biomarker, in car-
diological disorders.

Ischemic DCM - group 3., NT-proBNP > 3000 pg/ml

R? Linear = 0.073
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Fig. 4 The line of linear regression between serum PACAP38-LI and
serum NT-proBNP levels in the third group (severe HF — NT-proBNP
>3000 pg/ml, NYHA III-IV) of patients with ischemic DCM
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In the last few years, a lot of studies have investigated the
diagnostic potential of biomarkers in cardiovascular diseases
(Dufty and Hameed 2015). International recommendations
highlight the clinical use of troponin, hs-CRP, and NT-
proBNP (ESC Guideline 2016), but there are other new bio-
marker discoveries, e.g., mictoRNA (Lopez et al. 2015), apo-
lipoprotein-E, and other lipid-based markers (LDL/HDL ratio,
sphingolipids) (De Leon et al. 2015) in relation to these dis-
orders. In the background of the intensive biomarker research
is the fact that until today, there is no single cardiac biomarker
available, which is absolutely specific to different conditions,
or relevant both in diagnostics and prognostics. NT-proBNP is
one of the most commonly used biomarkers in the clinical
practice. This peptide helps to estimate the severity and the
prognosis of HF as well as it is also important in the follow-up
of the therapeutic efficiency (Yamamoto et al. 2000).
However, several studies have shown that the sensitivity and
specificity of NT-proBNP for the diagnosis are lower in non-
acute cases (Kelder et al. 2011a, b; Santaguida et al. 2014).
Furthermore, NT-proBNP alone is not efficient in making re-
liable diagnoses of HF, the clinical symptoms and echocardio-
graphic results are also necessary (Kelder et al. 2011b).

The question arises whether PACAP may be a potential
clinically useful predictor in apoptosis-based or ischemic-
based cardiovascular diseases. Several effects of PACAP in
the cardiovascular system are well-known; it has positive
chronotropic, inotropic, and dromotrop effects (Farnham
et al. 2011; Clason et al. 2016). The presence of PACAP and
its receptors (PAC1, VPACI1, and VPAC2) has been demon-
strated in the cardiac muscle of different animals (mice, rats,
guinea pigs) (Chang et al. 2005; Ushiyama et al. 2000).
PACAP receptors occur both in atrial and ventricular tissues
of rats and humans (Wei and Mojsov 1996; Baron et al. 2001),
similarly to mice, where Hoover and co-workers demonstrat-
ed that the expression of PACAP receptors” mRNA was uni-
form across chambers and sides of the mouse heart, and its
expression was independent from the differences in chamber
pressure (Hoover et al. 2013). All three PACAP receptors
have been shown in isolated mouse atria, but only PACI re-
ceptors mediated positive chronotropic responses to
PACAP27 and VIP. This mechanism is supported by the evi-
dence that the PACI1 selective agonist maxadilan causes a
tachycardia equivalent to that induced by PACAP.
Furthermore, PACAP27 has a much higher potency than
VIP for increasing heart frequency (Hoover et al. 2013).

We have also shown PACI1 receptors in human heart
atria and detected that PACAP38-LI and PACAP27-LI
are significantly higher in ischemic heart diseases com-
pared with samples of patients with valvular heart disease
(Szanto et al. 2012).

PACAP is present in preganglionic parasympathetic axons
of vagal nerve innervating the cardiac ganglia of guinea pigs
(Calupca et al. 2000), and it also occurs in intracardiac
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ganglia of rat and cardiac ganglia of the mudpuppy
(Schoenfeld et al. 2000; DeHaven and Cuevas 2002;
Richardson et al. 2003). PACI receptors of cardiac cells could
be activated by PACAP released from nerve fibers innervating
the heart tissue or by circulating PACAP from an extrinsic
source (Hoover et al. 2013). The source of circulating
PACAP in the blood is not known exactly. The most probable
sources are the nervous system and the endocrine glands such
as adrenal gland, where PACAP occurs at high concentration
(Lamouche and Yamaguchi 2003; Reglodi et al. 2016).

By virtue of previous studies, it is assumable that PACAP
can affect the progression of cardiovascular diseases in which
apoptosis plays an important role, e.g., heart failure or ische-
mic heart disease (Reglodi and Tamas 2016). Oxidative stress
seems to be a major factor in the initiation as well as in the
regulation of cardiomyocyte apoptosis in heart disorders.
PACAP38 effectively protects cardiomyocytes against oxida-
tive stress-induced apoptosis. Caspase-3 activity was signifi-
cantly lower and anti-apoptotic Bcl-2 and phospho-Bad ex-
pression were significantly higher due to administration of
PACAP38 (Gasz et al. 2006a, b). The same anti-apoptotic
effect was detected on endothelial cells where PACAP38 treat-
ment significantly attenuated the increased activation of pro-
apoptotic JNK and p38 MAP kinases in case of oxidative
stress (Racz et al. 2007).

Based on these observations, in this study, we examined
dilated cardiomyopathy, in which apoptosis plays an impor-
tant etiological role (Gopal and Sam 2013). Some animal ex-
periments have already proven that the mortality of
doxorubicin-induced cardiomyopathy was significantly
higher in PACAP knockout mice than in the wild type (Mori
et al. 2010). Based on these observations PACAP has a pro-
tective effect against oxidative and ischemic damage; further-
more, it can be a potential new biomarker supporting the value
of NT-proBNP.

The examination of serum PACAP and NT-proBNP levels
did not reveal a correlation between them in the primary di-
lated cardiomyopathy group. On the other hand, a remarkable
negative correlation was found in the ischemic dilated cardio-
myopathy group. This difference is probably due to the dis-
tinct etiology. The cause of primary dilated cardiomyopathy is
usually unknown, but ischemia is certainly excluded (Caobelli
and Bengel 2015). Our results of ischemic dilated cardiomy-
opathy patients confirm the hypothesis about the potential
protecting effect of PACAP against ischemic stress. We have
demonstrated earlier that PACAP has protective effects
against in vitro ischemia/reperfusion-induced apoptosis in
cardiomyocytes (Roth et al. 2009). In the present study, we
found a negative correlation between NT-proBNP and
PACAP levels in ischemic dilated cardiomyopathy. The stron-
gest relationship between PACAP and NT-proBNP was found
in the mild HF group. That would be a beneficial virtue for a
potential prognostic marker to detect the disease as early as

possible, since more therapeutic options are available in the
early stages. Assuming that PACAP is a potential
cardioprotective marker, the inverse proportion between the
serum PACAP and NT-proBNP levels can be explained with
genetically lower PACAP levels. In the lack of PACAP and its
cardioprotective effects, the progression of heart failure can be
more rapid and severe.

According to international guidelines, EF is one of the
most reliable diagnostic and prognostic markers of HF-rEF
(ESC Guideline 2016). Multicenter studies have shown
strong relationship between EF, mortality, and morbidity.
Unanimously with these results, our patients were selected
based on EF. In the present research, we found a significant
negative correlation between EF and NT-proBNP both in the
primary and the ischemic dilated cardiomyopathy groups.
This outcome is in accordance with studies on negative rela-
tion and an inverse proportion between these two factors. On
the other hand, notable differences were detected between the
primary and ischemic dilated cardiomyopathy groups by the
examination of the correlation between PACAP levels and
EF. In the primary dilated cardiomyopathy group, there was
no correlation detected between the two examined markers.
However, we found a weak, but positive correlation in the
ischemic group. So, there may be a direct correlation between
PACAP and EF. In these cases, we were not able to find
significant results, which may be due to the measurement of
EF. Although the Simpson method is a relatively precise
echocardiographic procedure to determine EF (Dornberger
et al. 2015), heart MRI diagnostic is the most accurate and
valid method. The different outcomes of the patients with
variable etiology confirm the earlier in vitro and animal ex-
periments (Sano et al. 2002; Gasz et al. 2006a, b; Racz et al.
2007, 2010; Roth et al. 2009; Mori et al. 2010).

Similar to our research, there are some experiments which
also found negative correlation between PACAP level of body
fluids and the severity of different disorders. Han and co-
workers (2014a, b) demonstrated that decreased PACAP level
is associated with the severity of Alzheimer’s disease: nega-
tive correlation was observed between PACAP levels and
higher amyloid plaque scores in the entorhinal cortex and
superior temporal gyrus. Furthermore, there was an inverse
correlation between PACAP concentrations and the dementia
rating scores in patients with Alzheimer’s disease, suggesting
that PACAP is not only decreased in Alzheimer’s disease, but
also indicates the severity of this pathology.

In multiple sclerosis, PACAP levels decrease in the cere-
brospinal fluid (CSF), while plasma PACAP levels do not
change (Baranowska-Bik et al. 2013). In other experiments,
significantly lower PACAP levels are present in patients with
hepatitis B, idiopathic hypgonadotropic hypogonadism, and
premature ovarian failure compared to healthy controls
(Elefsiniotis et al. 2003; Kanasaki et al. 2013). On the other
hand, there are even more clinical studies which found
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significantly elevated PACAP level in pathological condi-
tions, e.g., in posttraumatic stress syndrome (Ressler et al.
2011) and migraine (Tuka et al. 2013). After traumatic brain
injury, PACAP concentrations significantly increase in both
plasma and CSF in the majority of patients (Bukovics et al.
2014). In acute spontaneous basal ganglia hemorrhage
PACAP proved oneself to be strong predictor of survival.
Survival times after hemorrhage are significantly shorter in
patients with high PACAP levels than those with low concen-
trations (Ma et al. 2015). After traumatic brain injury, presum-
ably, the increased plasma PACAP levels may reflect an over-
production of PACAP as a pathological response to the loss of
neural tissue in the central nervous system and it might be
associated with the neuroprotective effects of the neuropeptide
(Jiang et al. 2016).

Conclusion

In this study, we found a direct relation between PACAP and
EF, as well as an inverse proportion between PACAP and NT-
proBNP. Therefore, the more severe heart failure was exam-
ined, the lower EF and the higher NT-proBNP levels were
detected, and consistently, we found significantly lower
PACAP values. Furthermore, remarkable differences were ob-
served between the ischemic and non-ischemic heart failure
suggesting that PACAP might play an important role in the
pathomechanism and progression of ischemic heart failure.
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A hypophysis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (PACAP) egy multifunkcionalis peptid, amelynek neuroprotektiv, antia-
poptotikus, antioxidans, citoprotektiv és kardioprotektiv hatasa van. Ismert, hogy a PACAP kardiovaszkularis rendszer-
re kifejtett hatasanak kdzvetlen medialasaban a PACAP-receptoroknak van kiemelt szerepe. Az elmult évek kutatasai
sikeresen azonositottak a PAC1-receptor jelenlétét cardiomyocyta sejtkulturdkban és a szivizomzatban, tovabba iga-
zoltak a receptor mMRNS-ének expresszidjat egér szivizomszovetben. Kutatocsoportunk human jobb pitvari flilcsében
mutatta ki a PAC1-receptor jelenlétét immunhisztokémiai médszerrel. In vitro és in vivo funkcionalis tesztekben bizonyi-
tottak a PACAP iszkémias karosodassal szembeni véd6hatasat; az oxidativ stressz-indukalta karosodasokra fokuszald
vizsgalatokban pedig mind az endogén PACAP-termelés, mind az exogén PACAP-kezelés apoptdzist gatld, kardiop-
rotektiv hatasat igazoltak. Munkacsoportunk legutdbbi vizsgalata soran arra kereste a valaszt, hogy a PACAP miként
befolyasolja a human kardiovaszkularis korképek lefolyasat. Kutatasunkban iszkémias szivbetegeknél magasabb plaz-
ma PACAP-szintet detektaltunk a billentylibetegekhez képest. Szivelégtelenségben szenvedd iszkémias és primer
dilatativ cardiomyopathias (DCM) betegek plazma PACAP-szintjének vizsgalatakor jelentds kuldnbségeket talaltunk az
iszkémias és nem iszkémias szivelégtelenek kdzott. Az iszkémias DCM sulyossaga és a plazma PACAP-szintek kdzotti
szignifikans negativ kapcsolat alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP fontos szerepet tolt be a betegség patomechaniz-
musaban és progressziojaban, igy a jovében potencialis kardiolégiai biomarkerré is valhat.

Kulcsszavak: PACAP, szivelégtelenség, DCM, apoptozis, iszkémia

Effects of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) on the cardiovascular system

Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) is a multifunctional peptide having neuroprotective, antia-
poptotic, antioxidant, cytoprotective and cardioprotective effects. It is well known that PACAP has a direct influence on
the cardiovascular system and its effects are mediated by their receptors. Latest studies have successfully shown the
presence of PAC1 receptor in cardiomyocyte cell cultures and in heart muscle sections, furthermore, the expression
of its mMRNA was also detected in mouse heart tissue samples. Moreover, the PAC1 receptor was also identified by our
research group in human right atrium with immunohistochemistry. Different in vitro and in vivo functional researches
confirmed the protective effects of PACAP against ischemic events. The studies focusing on the oxidative stress-in-
duced damages verified the cardioprotective theory and showed that both endogenous PACAP production and exog-
enous PACAP treatment leaded to decreased apoptosis of heart muscle cells. The aim of our recent studies was to
examine the influence of PACAP on the progression of human cardiovascular diseases. We found significantly higher
PACAP levels in heart tissue samples of patients with ischemic heart disorder compared to valvular abnormalities.
Remarkable differences were detected between the plasma PACAP levels in ischemic and primary dilated cardiomyo-
pathy. Our study group observed significant negative correlation between the severity of ischemic heart failure and the
plasma PACAP levels suggesting that PACAP might play an important role in the pathomechanism and progression of
ischemic heart failure and it might be a potential biomarker of cardiac diseases in the future.

Keywords: PACAP, heart failure, DCM, apoptosis, ischemia

*Mindkét szerzé egyenlé mértékben jarult hozza a munkahoz.
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A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)
egy mulitfunkcionalis neuropeptid, amelyet 1989-ben
birka hypothalamusbdl izolaltdk a hypophysisben ki-
fejtett adenilat-ciklaz aktivalo hatasa alapjan (1). A va-
zoaktiv intesztindlis peptid (VIP) (szekretin) glukagon
peptidcsalad tagja, két aktiv formaja ismert, egy 27
(PACAP-27), és egy 38 (PACAP-38) aminosavbdl fel-
épulld izoforma, amelyek 10-90%-o0s aranyban fordul-
nak el6. Harom kilénbdz6 receptora ismert, a specifi-
kus PAC1-receptor valamint a VIP-pel k6z6s VPAC1-,
és VPAC2-receptorok (2). Szamos hatéast képes kifej-
teni, mint a vazodilatator, antiapoptotikus, antioxidans
és gyulladascsokkentd hatasai, és ezeken keresztll
kifejtett neuroprotektiv, neurotrofikus, altalanos citopro-
tektiv, anyagcserét és az endokrin rendszert befolya-
solé hatasokat. A PACAP legnagyobb koncentraciéban
az idegrendszerben és az endokrin mirigyekben fordul
eld, igy els6ként neuroprotektiv, neurotrofikus és az en-
dokrin rendszerre kifejtett hatasait vizsgaltak, azonban
kés6bb szamos mas teruleten is indultak kutatasok (3).

PACAP receptor expresszié vizsgalata
a kardiovaszkularis rendszerben

Az a megfigyelés, hogy direkt PACAP-infuzié tachycar-
dizalé hatassal bir felvetette a kérdést, hogy képes-e
a PACAP kozvetlen hatast kifejteni a kardiovaszkularis
rendszerre (4). Cardiomyocyta sejtkulturaban dominans
PAC1-receptor expressziot mutattak ki (5). Tovabba
szamos Aallatkisérlet vizsgalta a PACAP és receptora-
inak jelenlétét a szivizomzatban. Tengerimalacban ki-
mutattak a PACAP szelektiv PAC1-receptorokat az
intrakardialis neuronokban, késébb pedig izolalt cardio-
myocytakban is (6). Egér myocardiumban a PAC1-re-
ceptor molekularis variansait kutattak, valamint izolalt
egér pitvarban igazoltak a PAC1-receptor jelenlétét,
és vizsgaltédk receptor-medialta hatasait (7, 8). Tovabbi
patkanyvizsgélatok igazoltédk, hogy a PACAP-recepto-
rok nemcsak a pitvarban, hanem kamrai szivizomzat-
ban is jelen vannak (9). Hoover és munkatarsai kimu-
tattak a PAC1-receptor mRNS-ét egér szivbél, tovabba
nem talaltak szignifikans kilénbséget a receptor exp-
resszidban a pitvari vagy kamrai, illetve bal vagy jobb

Réviditések

szivfélbél szarmazoé mintak kézott. Ugyanezen vizsga-
lat bizonyitotta, hogy a receptorok expresszidja fugget-
len a nyomasviszonyok valtozasatol (8). Bar az el6bb
emlitett allatkisérletek eredményei tamogattak azt a fel-
tételezést, miszerint a PACAP képes kodzvetlen hatast
kifejteni a kardiovaszkuléris rendszerre, azonban nap-
jainkban csak nagyon kevés human adat all a rendel-
kezéslnkre a PACAP direkt kardialis hatasait illetéen.
Elséként izolalt human miokardialis trabekulakbdl sike-
ralt kimutatni mindhdrom PACAP-receptor mRNS-ét.
Nemcsak pitvari, hanem bal kamrabdl szarmazé min-
takat is vizsgaltak, és mindkét esetben jelentés recep-
tor-specifikus mMRNS-expressziot detektaltak (10). Mo-
lekularis bizonyitékkal rendelkeztliink mar arrél, hogy a
cardiomyocytak expresszaljak a PACAP-receptorokat,
azonban pontos elhelyezkedésikrdl keveset tudtunk.
A PAC1-receptor pontosabb feltérképezésére kutato-
csoportunk iszkémias szivbetegség vagy billenty(ibe-
tegség miatt extracorporalis keringéses szivmitétre
kerul6 betegek szivizommintgjat vizsgalta. A mintakbdl,
amelyek a sziv-tidd motor kanuldlasanak megfeleléen
a jobb pitvari fllcsébdl szarmaztak, hematoxilin-eozin
festett metszeteket készitettiink, tovabba ezekkel para-
lel metszetekb8l PAC1-receptor immunhisztokémiat vé-
geztink. Mig az immunfluoreszcens jeldlés kimutatta
a PAC1-receptor jelenlétét a szivizomsejteken, az en-
dokardialis kotészovetben nem talaltunk PAC1-recep-
tor expressziét (11). Mindezen eredmények igazoltak,
hogy a cardiomyocyték jelentds PAC1-receptor exp-
ressziot mutatnak, amely receptorokat a szivizomzatot
innervalé idegvégzédésekbdl felszabadult vagy az ext-
rinsic forrasokbdl szarmazé keringésben cirkulald PA-
CAP képes aktivalni (8). Farmakolégiai €s mMRNS-vizs-
galatokkal is detektaltak a PACAP-receptorok jelenlétét
patkanyok meningealis és cerebralis artéridiban egya-
rant (12). Nemcsak &llatkisérletes, hanem human far-
makoldgiai receptor-karakterizacioé is tortént, amelynek
soran meningealis artériakon, tovabba koronariakon
is igazoltdk a PACAP-receptorok expresszidjat (13). A
vérben keringé PACAP eredete pontosan nem ismert,
azonban legvaldszinlibb forrasnak az idegrendszert és
az endokrin mirigyeket tekinthetjuk, ahol a legmaga-
sabb koncentracioban mutattak ki a PACAP jelenlétét
(14).

Bad = Bcl-2 csalad tagja — apoptozis regulator (Bcl-2-associated death promoter); Bax = Bcl-2 csalad tagja — X-protein; Bcl-2
= B-cell ymphoma 2 — apoptdzis regulator; Bcl-xL = B-cell ymphoma extra large — apoptézis regulator; COX= ciklooxigenaz
DCM = dilatativ cardiomyopathia; EF = ejekcids frakcio; HFrEF = csokkent ejekcids frakcidval jaré szivelégtelenség; hsCRP
= hiperszenzitiv C-reaktiv protein; JNK = c-Jun N-termindlis kinaz; LAD = left anterior descending artery — a bal koronaria
elulsé leszallé aga; mRNS: messenger (hirvivé) ribonukleinsav; NT-proBNP = B-tipusu natriuretikus peptid N-terminalis pro-
hormonja; NYHA-stadiumok = New York Heart Association altal Iétrehozott — a szivelégtelenség klinikai tinetek alapjan torte-
nd sulyossagi beosztas: NYHA I.: a fizikai allapot nem korlatozott, NYHA Il.: enyhe korlatozottsag, fizikai aktivitasra dyspnoe,
anginas fajdalom, NYHA IIl.: jelentds korlatozottsag, enyhébb fizikai aktivitas is sulyos tlineteket provokal, de nyugalomban
tinetmentes, NYHA IV.: a legkisebb fizikai aktivitas is tlinetekkel jar, valamint nyugalomban is jelen vannak, orthopnoe; p38
MAPK = p38 mitogén-aktivalt protein-kinaz; PACAP = hypophysis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid; PACAP-27 = hypophysis
adenilat-ciklaz aktivald polipeptid 27 aminosavbal feléptilé formaja; PACAP-38 = hypophysis adenilat-ciklaz aktivald polipept-
id 38 aminosavbdl felépllé formaja; PACAP-38-LI = PACAP-38-szer(i immunoreaktivitas; PAC1 receptor = PACAP 1. tipusu
receptora; RIA = radioimmunoassay; ROS = reaktiv oxigén szabadgyokok; VIP = vazoaktiv intesztinalis peptid; VPAC1
receptor= vazoaktiv intesztinalis peptid receptor1; VPAC2 receptor= vazoaktiv intesztinalis peptid receptor2
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PACAP hatasai a vaszkularis rendszerre

A PACAP potencialisan vazodilatator funkcidjat tébbféle
allatkisérletes modellen vizsgaltak. Tekintettel az ideg-
rendszerben kimutatott magas PACAP-koncentraciéra
kezdetben a cerebrovaszkularis rendszer kerult a kuta-
tasok kdzéppontjaba. Ujsziilétt sertéseken kimutattak a
pia materben fut6 arteriolak vazodilataciéjat PACAP-27
és 38 kezelést kdveten, amely hatast két kilénbdzé
mechanizmussal képes Kkifejteni: egy ciklooxigenaz
(COX) fuggd, és egy COX fuggetlen utvonalon keresz-
tdl (15). Emellett patkdanymodellben is sikeresen kimu-
tattak a PACAP vazodilatator funkciéjat cerebrélis és
meningealis artéridkon egyarant (12, 16). igy ez a po-
lipeptid neuroprotektiv hatédsat a cerebrovaszkularis
erek tagitasan keresztll is képes kifejteni, csdkkentve
ezzel az esetleges agyi iszkémia sulyos szév8dménye-
it. A PACAP er8s vazodilatator tulajdonsaga miatt sze-
repet jatszhat a migrén indukciéjaban. Szignifikansan
magasabb plazma PACAP-szinteket mértek migrénes
egyéneknél az iktalis periédusban a rohammentes id6-
szakhoz képest. Tovabba negativ korrelaciot talaltak a
migrénes roham idétartama és a plazma PACAP-kon-
centracio kozott (17), valamint migrénes pacienseknél
sumatriptan infuziét kovetéen jelentds PACAP-szint
csokkenés volt megfigyelhetd (18, 19). Mindezek alap-
jan kifejlesztettek egy specialis PAC1-receptor antites-
tet (AMG 301), mint potencidlis migrén ellenes gyégy-
szer, amelyet jelenleg 2. fazis klinikai vizsgalatokban
tanulmanyoznak (20).

Nemcsak a centrélis, hanem a periférias ereken is vizs-
galtdk a PACAP vazodilatator effektusat. Kutatécsopor-
tunk korabban patkany carotis és basilaris érpreparatu-
mok vizsgalata alapjan megallapitotta, hogy a PACAP
feltehet6leg nagyobb hatassal bir a centralis artériakon
a perifériasokhoz képest, tovabba ezen vazodilatator
hatéasa korfuggé és szodvetspecifikus (21). Ugyanak-
kor PACAP-deficiens egerek carotis és femoralis ar-
tériajaban exogén PACAP és VIP indukalta relaxacio
vizsgalatanak soran a PACAP-deficiens egereknél
szignifikdnsan nagyobb mértékl relaxaciot detektal-
tak miograffal a vad tipushoz képest. Mig PACAP-an-
tagonista adasakor teljesen megsz(int a relaxacio (22).
Mindezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az
altalunk vizsgalt polipeptid fontos fizioldgiai szerepet
jatszik a vaszkularis ténus kialakitasaban.

Mind a centrélis, mind a periférias ereken kifejtett ért-
agité hatas felveti annak lehetéségét, hogy a PACAP
esetleg akar a koronariakon is képes vazodilatator ha-
tast kifejteni. Ezt a feltevést tamasztja ala a PACAP-re-
ceptorok jelenléte a koronariak simaizomzataban (13),
valamint az az allatkisérlet, amelynek soran ujszulott
sertéssziveket vizsgalva intravénasan adott PACAP-38
hatéasara korondaria vazodilataciot tapasztaltak (23).
S6t, human koronaria simaizomsejteken is kimutattdk
a K(ATP) és K(Ca) csatornakon keresztul kifejtett PA-
CAP-indukalta vazodilataciot (24).

PACAP hatasa az iszkémias karosodassal
szemben

Szamos tanulmany vizsgalta mar a PACAP kardiovasz-
kularis rendszerre kifejtett hatasait, s ezen eredmények
bizonyitottak, hogy a PACAP pozitiv chronotrop, inot-
rop (4, 25) és dromotrop hatasokkal bir, potens vazo-
dilatator (21), tovabba antiapoptotikus és antioxidans
hatésain keresztul a kilénbdzd karos effektusokkal
szemben (iszkémia, oxidativ stressz) kardioprotektiv
szerepe van. Kutatécsoportunk izolalt cardiomyocy-
ta sejtkulturan iszkémia/reperfuzidés karosodas okozta
apoptoézissal szembeni PACAP védbéhatast mutatott ki.
Hatvan perces iszkémia, majd 120 perces reperfuziot
kdévetben PACAP-kezelés hatasara cstkkent sejthalalt,
fokozott cardiomyocyta tulélést detektaltunk. Mindezen
hatasat a kulénbdz6 proapoptotikus faktorok gatlasa
(Bad, kaszpaz-3), illetve antiapoptotikus utak (Bcl-xL)
serkentése révén fejtette ki protektiv hatasat az alta-
lunk vizsgalt polipeptid (26). Tovabbi kutatasok a PA-
CAP-kezelés és a prekondicionalas védé hatasat vizs-
galtak iszkémia/reperfuzié-indukalta cardiomyocyta
apoptdzisban. Mindkét esetben szignifikdnsan emel-
kedett sejttulélést és jelentds kardioprotektiv hatast
tapasztaltak, azonban a két modszer hatasa nem bi-
zonyult additivnak (27). Tovabba Alston és munkatar-
sai iszkémia/reperfuzié modellben szignifikdnsan ma-
gasabb PACAP-értékeket, illetve magasabb PACAP
MRNS-expressziot detektaltak egerek LAD-ligaturaval
létrehozott mesterséges akut miokardialis infarktusa
utan. Valamint immunhisztokémiai modszerekkel ki-
mutattak a PACAP-38 immunreaktivitas lokalizaciojat
a karosodott szivizomzatban, amely pontosan megfe-
lelt az infarktusos terlletnek. Mindezen eredmények
arra utalnak, hogy a PACAP fontos szerepet tlthet be
a kardidlis és neuronalis remodellingben ischaemia/re-
perfuzidés karosodast kdvetden (28). Az in vitro és al-
latkisérletes eredmények alapjan — amelyek a PACAP
iszkémias karosodasokkal szemben kifejtett kardiopro-
tektiv hatasat igazoltak — felmerul a kérdés, hogy mi-
lyen szerepe lehet az altalunk vizsgalat neuropeptid-
nek a human kardiovaszkularis korképekben (1. abra).
Kutatécsoportunk human pitvari fllcsébdl szarmazoé
mintdkban szignifikansan magasabb PACAP-38 és
PACAP-27 szinteket detektalt az iszkémias szivbete-
geknél a billentylibetegekhez képest (11), amely ered-
mények szintén aldtdmasztjdk a PACAP iszkémias ka-
rosodassal szemben kifejtett véddéhatasanak elméletét
(1., 2. abra). Tekintettel arra, hogy mintaink a jobb pit-
vari fllcsébél szarmaztak, olyan betegeket valogattunk
be vizsgalatunkba, akik ismert pitvari patolégiaval (pl.
pitvarfibrillacid) nem rendelkeztek, ezzel is kizarva az
esetleges befolyasold tényez6ket. Szamos allatkisérlet
bizonyitotta, hogy a PAC1-receptor expresszidja fug-
getlen a sziviregekben mérhetd nyomasviszonyoktol,
tovabba a pitvarok és kamrak és a jobb — bal szivfél
kdz6tt sem talaltak érdemi killénbséget (8, 9). igy fel-
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2. ABRA. Extracorporalis keringéses szivmitét soran
gy(jtdtt human szivizommintak vizsgalatanak ésszefoglald
dbraja. Szovettani vizsgélatok soran kimutattuk a PAC1-re-
ceptorok jelenlétét a cardiomyocyték felszinén. Tovabba
radioimmunoassay médszerrel meghatéroztuk a szivizom-
mintak széveti PACAP szintjét, amelynek soran iszkémias
szivbetegeknél (ISZB) szignifikansan magasabb PACAP-szin-
teket detektaltunk a billenty(ibetegekhez képest

Cardiomyocyta

tételezhetd, hogy a szoveti PACAP-szinteket sem be-
folyasoljak ezen tényezdk, ugyan erre konkrét bizonyi-
tékunk nincs.

PACAP kardioprotektiv hatasa
szivelégtelenségben

A PACAP kardioprotektiv hatasat el6szér Sano és
munkatarsai 2002-ben vetették fel, amikor igazoltak,
hogy a PACAP fibroblasztokban szelektiven géatolja a
DNS és protein szintézisét, és ezaltal csdkkenti a mi-

okardidlis fibrézist, ugyanakkor miokardialis sejteken
ilyen hatast nem fejt ki (5). Korabbi tanulmanyok ered-
ményei alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP els8sor-
ban olyan kardiovaszkularis korképek progresszidjara
képes hatast kifejteni, amelyek kialakulasaban az oxida-
tiv stressz és az apoptézis fontos szerepet jatszik, mint
pl. a szivelégtelenség vagy az iszkémias szivbetegség
(3). Irodalmi adatok szerint a PACAP-38 effektiven védi
a cardiomyocytakat az oxidativ stressz éltal okozott
apoptozistdl. Ezen hatasat izolalt sejtkulturan bizonyi-
tottak, ahol PACAP-kezelés hatdséra szignifikdnsan
alacsonyabb kaszpéz-3 aktivitas, valamint szignifikan-
san magasabb antiapoptotikus Bcl-2 és foszfo-Bad
expresszid volt megfigyelheté (29, 30). Ugyanezt az
antiapoptotikus hatast endothelialis sejteken is kimutat-
tak, ahol PACAP-38 kezelés szignifikdnsan cstkkentet-
te a proapoptotikus JNK és p38 MAP-kinaz aktivitasat
oxidativ stresszhatasban (31).

A doxorubicin altal okozott kardiotoxicitas patofiziolo-
giai alapja a mitokondrialis antiapoptotikus utvonalak
szuppresszidja és a proapoptotikus bax és kaszpaz-3
Utvonalak fokozott expresszidja (32). A szivizomsejte-
ken megtalalhaté PAC1-receptoron keresztil PACAP
hatédsdra a Bax és kaszpaz-3 utvonalak inaktivacidja
kdvetkezik be, amely végsd soron kardioprotektiv ha-
tast eredményez a doxorubicin kardiotoxikus hatasaval
szemben.

A szivelégtelenség egyik klasszikus allatkisérletes mo-
delljében, doxorubicinnel indukalt cardiomyopathidban
vizsgaltak a PACAP hatasat a betegség progresszio-
jara. PACAP-deficiens (heterozigota és homozigota)
egerekben a doxorubicin altal indukalt szivelégtelen-
ség sulyosabb lefolyasu volt, mint a vad tipusban. A
PACAP-deficiens egereknél echokardiografidval sokkal
sulyosabb balkamra-dilat4cio és szignifikdnsan alacso-
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3. ABRA. A szivelégtelenség egyik klasszikus llatkisérletes
modellje, amelyben doxorubicinnel indukélt cardiomyopat-
hiaban igazolték a PACAP kardioprotektiv hatasat

nyabb szisztolés balkamra-funkcié abrazolddott, vala-
mint mortalitasuk is jelentésen magasabbnak bizonyult
a vad egerekhez képest. PACAP hianyaban szignifikan-
san magasabb — a patofiziologiai folyamatban jelentds
szerepet jatszé — reaktiv oxigéngydk-szinteket, s ennek
kdvetkeztében sokkal sulyosabb DNS-karosodast, illet-
ve apoptotikus sejtkarosodast detektaltak a vad tipusu
egerekhez képest. Ezek alapjan feltételezhets, hogy
az endogén PACAP-nak kardioprotektiv hatasa van
a doxorubicin indukalta szivelégtelenségben. Ugyan-
ebben a modellben intraperitonealisan adott exogén
PACAP a heterozigota PACAP-deficiens egerekben
csOkkentette az elektronmikroszképpal kimutathaté mi-
ofibrillaris karosodast a placebo kezeléshez képest, bar
az oxidativ stressz és tulélés tekintetében nem eredmé-
nyezett szignifikans javulast (32) (3. abra). Egy hasonld
citosztatikummal végzett masik vizsgalatban igazoltak,
hogy a PACAP véd a mitoxandron kardiotoxikus hata-
saval szemben (33). Otto és munkatarsai PAC1-recep-
tor-deficiens egerekben pulmonalis hipertoniat és jobb
szivfél elégtelenséget talaltak (34).

Az in vitro és allatkisérletes eredmények alapjan —
amelyek a PACAP kardioprotektiv hatasat igazoltak —
felmerul a kérdés, hogy milyen szerepe lehet az endo-
gén PACAP-nak a human kardiovaszkularis korképek
lefolyasaban? Az alapkutatasi eredmények alapjan ku-
tatocsoportunk szivelégtelen betegek vizsgélata soran
kereste a valaszt arra a kérdésre, hogy vajon a szive-
légtelenség sulyossagat jelz6 paraméterek és az en-
dogén PACAP mennyisége kdzott talalhaté-e ok-oko-
zati 6sszefliggés; a magasabb szérum PACAP-szint
lehet-e prediktora a jobb prognézisnak?

A csokkent szisztolés balkamra-funkcioval jar6é szi-
velégtelenség (HFrEF) progresszidjanak becslésé-
re a klinikai gyakorlatban az echokardiografia, a sziv
MR-vizsgalat és kulénbdzd biomarkerek allnak rendel-

kezéslinkre. Szamos biomarkert vizsgaltak mar a szi-
velégtelenséggel kapcsolatban, mint a magas szen-
zitivitdsu C-reaktiv protein (hs-CRP), troponin-T és
a kreatinin-kinaz (35). Legmegbizhatébb markernek
azonban a B-tipusu natriuretikus peptid N-termina-
lis prohormonja (NT-proBNP) bizonyult, habar ennek
a vizsgalomoddszernek is vannak limitacioi, kuléndsen
nem akut esetekben (36). A klinikai tapasztalat azt mu-
tatja, hogy hasonld NT-proBNP-szinttel rendelkez§ szi-
velégtelen betegek ugyanarra a gydgyszeres terapiara
kilénb6z6képpen reagalnak. Ennek hatterében nyil-
vanvaldan az all, hogy szamos faktor befolyasolja a be-
tegség progresszidjat. Az eddigi PACAP-pal kapcsola-
tos kutatasi eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
PACAP hatassal van a szivelégtelenség prognézisara.
Ennek a kérdésnek a tisztazasara megvizsgaltuk, hogy
a plazma PACAP-szintek, NT-proBNP-szintek, illetve
a szisztolés balkamra-funkci6 mutatnak-e 6sszefiig-
gést szivelégtelenségben. Vizsgalatunkban a csdkkent
szisztolés balkamra-funkcioval jaré szivelégtelenség
(HF-rEF) két jol definialt, gyakori formajat, a primer és
az iszkémias dilatativ cardiomyopathias (DCM) beteg-
csoportot valasztottuk, amely betegség etiolégiai té-
nyezdi kbzott az apoptdzis fontos szerepet jatszik.

Kutatasunk soran 42 beteg (35 férfi, atlagéletkor 64,4+
5,66 év) periférids vénas vérmintdjat vizsgaltuk, akik
primer (n=9) vagy iszkémias (n=33) dilatativ cardiomyo-
pathia miatt alltak gondozasunk alatt. Betegeinket szisz-
tolés balkamra-funkciojuk alapjan véalogattuk be vizs-
galatunkba (EF< 40%), amelyet Simpson-méddszerrel
(37) hataroztuk meg. Pacienseink 73,4%-a hipertonia,
40,5%-a diabetes mellitus miatt allt kezelés alatt. Korre-
laciés analizis nem mutatott szignifikans 6sszefliggést
a PACAP-szintek valamint a nem, kor, hipertonia, dia-
betes mellitus és szamos rutin laboratériumi paraméter
kozott. Tehat a korabbi irodalmi adatoknak megfelels-
en mi is bizonyitottuk, hogy ezen tényez6k nincsenek
befolydssal a PACAP-szintekre (4). A plazma PA-
CAP-38-szerl immunoreaktivitas (PACAP-38-LI) meg-
hatarozasa radioimmunoassay (RIA) médszerrel tor-
tént. Az iszkémias DCM-csoportba tartozé betegeket
tovabbi harom alcsoportra bontottuk a szivelégtelen-
ség sulyossaganak megfeleléen, a klinikai tlinetek és a
plazma NT-proBNP-szintek alapjan. igy elkiildnitettiink
egy enyhe (n=6, NT-proBNP< 500 pg/ml, I. foki a New
York-i Tarsasag [NYHA I-1l.] funkcionalis klasszifika-
cidja alapjan), egy kdézepesen sulyos (n=16, NT-proB-
NP = 500-3000 pg/ml, NYHA IIl.) és egy sulyos (n=11,
NT-proBNP>3000 pg/ml, NYHA |V.) szivelégtelen cso-
portot. A NYHA klasszifikaciot a tinetek sulyossaganak
megitélésére hasznaltuk. Bar a legujabb kutatdsok azt
mutatjak, hogy a tlnetek sulyossaga kevéssé korrelal
a szisztolés balkamra-funkciéval, azonban egyértelm(
kapcsolat lathaté a tlinetek sulyossaga és a tulélés, va-
lamint a hospitalizacié gyakorisaga kozétt (35, 38). A
primer DCM-csoportban a PACAP-38-LI és NT-proB-
NP plazmaszintek koézdétt nem talaltunk korrelaciot.
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4. ABRA. Szivelégtelenség (HF) — dilatativ cardiomyopathia miatt gondozésunk alatt 4ll6 betegek vizsgalatanak soran detektalt
plazma PACAP-, NT-proBNP-szintek és ejekcids frakcios (EF) értékek kozotti 6sszefliggések Gsszefoglald tablazata

Ezzel szemben szignifikdns negativ korrelaciot detek-
taltunk a plazma PACAP-38-LI és NT-proBNP-szintek
kdzott az iszkémias betegcsoportban. Enyhe és kdze-
pesen sulyos szivelégtelen csoportunkban er6s, illetve
kdzepesen erbs szignifikdns negativ korrelaciot talal-
tunk a két vizsgalt faktor kdzott. A harmadik csoportba
tartozd sulyos szivelégtelenségben szenvedd betege-
inknél valamivel gyengébb negativ korrelacié volt. Az
ejekcids frakcio és NT-proBNP-értékek kozott mindkét
betegcsoportban szignifikdns negativ korrelaciot talal-
tunk, a két alcsoport kdzott érdemi kilénbség nem volt.
Ezzel szemben a plazma PACAP-38-LI-szintek és EF
kapcsolatanak vizsgalatakor jelentds eltérést detektal-
tunk a két kilénb6z6 etioldgiaju szivelégtelen csoport
koézott. Mig a primer DCM-es betegcsoportban nem
talaltunk dsszefiiggést a két vizsgalt paraméter k6zott,
addig az iszkémias DCM-csoportban pozitiv tendencia,
egy gyenge pozitiv korrelacié volt a PACAP-szintek és
az EF kozott (39) (4. ébra). Ez a megfigyelés is ala-
tdmasztja a PACAP jelent8s iszkémias karosodassal
szemben kifejtett védd hatasanak szerepét.

Kovetkeztetések

Osszefoglalva, vizsgalatunkban bebizonyitottuk, hogy
a plazma PACAP-szintek szignifikansan valtoznak szi-
velégtelenségben, tovadbba dsszefliggést mutatnak az
NT-proBNP-szintekkel és az ejekcids frakcidval.

A szivelégtelenség és a magasabb plazma PACAP-
szintek kozotti ok-okozati dsszefluiggés tovabbi vizs-
galata feltétlendl szikséges. Nem tisztdzott, hogy a
szivelégtelenség kialakulasa, kiléndsen iszkémias
szivbetegség talajan, milyen szignal utjan valt ki a kdz-
ponti idegrendszerben vagy az endokrin rendszerben
a fokozott PACAP-termelést? Egy tovabbi tisztazando
kérdés, hogy ez az emelkedett endogén PACAP-szint
gyakorol-e véd6 hatast a még életképes szivizomsej-
tekre, és vajon lassitja-e a szivelégtelenség progresz-
sziéjat? JovBbeni célunk az altalunk vizsgalt betegpo-
pulacié kibdvitése, hosszu tavu kdvetéses vizsgalat
elvégzése repetitiv plazma PACAP-szint meghataroza-
sokkal, és ezek alapjan lenne megvalaszolhaté a kér-
dés, hogy lehet-e a plazma PACAP-szint a szivelég-

telenség progressziojanak prediktora. Végll az sem
tisztazott, hogy az endogén PACAP-termelés vajon fo-
kozhat6-e valamilyen moédon vagy exogén PACAP-be-
vitellel lassithaté-e a szivelégtelenség progresszidja és
védhet6-e a szivizomzat az iszkémias karosodasokkal
szemben?
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