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Az elmult palyazati periédus f6 célkitiizése a myocardium szivciklus alatt bekdvetkezé Ca®*;
véltozésainak val6s idejii nyomonkovetése, és az intracellularis Ca®*; homeosztazishan
szerepet jatsz6 szabalyozasi mechanizmusok részletes vizsgalata volt, az in vivohoz kdzel allo
korulmények kozott. A Ca®*; homeosztazisban szamos csatorna illetve transzport fehérje vesz
részt. Ezek individualis szerepe az intracellularis Ca®*; mozgasokban direkt médon nem
vizsgalhato, igy celul tiztik ki egy olyan modell kidolgozasat, amely lehetéve teszi az
intracellularis Ca®*; mozgasokban kulcsszerepet jatszé szarkoplazmatikus retikulum Ca?*-
ATPéaz (SERCAZ2a) és rianodin csatornak (RyR2) kinetikai vizsgélatat.

Tovabbi célkitiizéslink volt, hogy a megismert toérvenyszeriiségeket patoldgias korilmények
ciklikus valtozasainak valtozasai nem ismertek, igy azok vizsgalata lehet6séget kinal
potencidlis terdpiés stratégidk kidolgozasara.

l. A Ca?'; tranziens kvantitativ analizise

Az éltalunk kidolgozott modell a rianodin csatorna és a SERCA2a miikddesét irja le, és
magaban foglalja az intracellularis kalcium pufferek kotési tulajdonsagait is. A modell
segitségével szimulalhat6 a Ca**; tranziens egy adott sziv ciklus alatt. A kisérleteket izolalt
patkany sziveken végeztik. JOl ismert, hogy ebben a speciesben — és mas Kis ragcsalokban
— az intracellularis Ca**; mozgésok cca. 92 %-ért a szarkoplazmatikus retikulumbél (SR)
torténd felszabadulas, illetve az oda torténé szekvesztracio a felelés. Ezért a modell a
cardiomyocytat egy kompartmentiinek tekinti és minimalis szamu paramétert hasznal, igy
a modell a sarcolemmalis L-csatornat és a Na*/Ca®* kicserélét sem tartalmazza. A Ca®";
ciklikus valtozasait — csakigy mint minden tovabbi kisérletiinkben - felszini
fluorimetriasan, indo 1-AM feltéltés utdn hataroztuk meg. A modell egyenletek

segitségével kiszamoltuk a kacium felszabadulas sebességét az SR-bél:
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A k¢, paraméter egyenlé a maximalis kalcium felszabadulasi sebességgel a ryanodin
csatornan keresztil, a tys paraméter az az idépont, ahol a kalcium fluxus a fel maximumot

eléri. Kiszamoltuk tovabba a SERCA2a Vmax-at és km-jét is:
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Az egyenlet, megfelel a klasszikus Michaelis-Menten kinetikanak, a Hill-koefficiens
értekét 4-re allitottuk be. Az intracelluléris kalcium pufferek aktivitasat a kovetkezo

egyenlet irja le:
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A jelzett 4 puffer a calmodulin, a troponin C, az SR és a sarcolemmalis kalcium kot6
fehérjék.
A modell egyenlet, amely a Ca®*; valtozésat irja le, az el6z8k értelmében:
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A modell alkalmazhatdsaganak tesztelésére a béta adrenerg isoproterenolt és a SERCA2a
gatlé cyclopiazonsavat hasznaltuk, és eredményeinket 0Osszevetettik a klasszikus
biokémiai modszerekkel kapott eredmenyekkel. Megallapitottuk, hogy modellink
alkalmas az intracellularis kalcium homeosztazis analizalaséara.

op den Buijs J, Miklés Zs, van Riel NAW, Prestia CM, Szenczi O, T6th A, Van der Vusse
GJ, Ligeti L, Ivanics T. p-adrenergic activation reveals impaired cardiac calcium
handling at early stage of diabetes. Life Sciences, 76:1083-1098, 2005. (IF: 2.158)

Van Riel NAW, Ivanics T, Ligeti L, van der Vusse GJ. System ldentification to analyze
changed kinetics of SERCA in intact rat heart. In: Modelling and Control in Biomedical
Systems Eds: D.D. Feng & E.R. Carson, 2003, pp. 123-128. Elsevier/IFAC publications,
Oxford.

A fenti kiserletekben a kalciumion mozgasaiért felelos legfontosabb fehérjék funkcionélis
paramétereit vizsgaltuk. Ekkor merilt fél az a kérdés, hogy maguk a Kkisérletes

korilmények — azaz a perfuzatum Osszetétele — hogyan befolyasoljak az ion mozgasokat.



Ezért megvizsgaltuk, hogy az intracellularis pH valtozasai (a pHi-t carboxy-SNARF-fal
fluorimetriasan merttk), 1. hogyan befolyasoljak az izolalt sziv mechanikai teljesitményét
és Ca’*; tranziensét, illetve 2. hogyan befolyasoljak az izolalt szivizomrost kontrakci6s
erejét és az akcios potenciél hosszat. Eredményeink arra utalnak, hogy a Tyrode oldattal
létrehozott intracelluléris acidézis csokkenti az izolalt sziv pulzusnyomésat és a Ca®*;
tranziens amplitudojat, és ezzel egybecsengéen csokkenti az izolalt szivizomrost
kontrakcios erejét, valamint megnyujtja az akcids potencial hosszat. Ezek az eredmények
magyarazhatjdk az irodalomban talalhaté ellentmondéasos megfigyeléseket. Ugyanakkor
ezek az eredmények arra is utalnak, hogy az altalunk alkalmazott perfuziés médium -
Krebs-Henseleit oldat — idealisnak tekinthetd.

Fulop L, Szigeti Gy, Magyar J, Szentandrassy N, lvanics T, Miklés Zs, Ligeti L, Kovacs A,
Szénéasi G, Csernoch L, Nanasi PP, Banyasz T. Differences in elctrophysiological and
contractile properties of mammalian cardiac tissues bathed in bicarbonate-and HEPES-
buffered solutions. Acta Physiologica Scandinavica, 178:11-18, 2003. (IF: 1.724)

1. Szivelégtelenség modellek

Az inzulin-dependens diabetes mellitus (IDDM) egyik legkomolyabb szévédménye a
diabéteszes kardiomiopétia (mely koronaria-szklerdzis jelenléte nélkil is kialakul), és a
kovetkezményes szivelégtelenség kifejlédése. A kardiomiopatias szivfunkci6zavart
csokkent kontrakcids és relaxacios képesség jellemzi. lzolalt kardiomiocitdkon végzett
vizsgalatok alapjan az intracellularis szabad kalcium (Ca®;) szint szabalyozé
folyamatainak érintettsége nagyban felel6s a hemodinamikai eltérések kialakulasaért.
Nem ismert, hogy a Ca**; homeosztéazis zavarok a diabéteszes kardiomiopétia kialakulasa
szempontjabol korai szakaszban — mikor még nincsenek manifeszt kardialis tlinetek — mar
fennéllnak-e, és a betegség el6rehaladtdval hogyan valtoznak. Kiléndsen keves
informéacid talalhaté az irodalomban izolalt, perfundalt szivpreparatumra vonatkozéan,
amelyben a Ca?*; homeosztazis zavarait az aktualis hemodinamikai funkcié tikrében lehet
vizsgalni.

A Kkardiomiopatias korképeknek egy tovabbi modellje a kemoterapids szerkent
alkalmazott doxorubicin altal okozott toxikus eredetii szivelégtelenség. A modellt sulyos
oxidativ stressz jellemzi, amely a nukleéris enzim, a poly(ADP-rib6z) polimeraz (PARP)

aktivaciojat indukalja, amely a szivizom atépiléséhez, ,,remodeling”-jéhez vezet.



Célitazesunk ennek megfeleléen a kovetkezok voltak: 1. A sziv korai (nem manifeszt)
diabéteszes kardiomiopatiadban mutatott hemodinamikai teljesitményének vizsgalata, és a
feltételezett latens szivfunkciozavarok felfedése fokozott terhelés mellett. 2. A korai (4
hetes diabéteszes csoport) és a Kifejlett (6 hetes diabéteszes csoport) diabéteszes
kardiomiopatia hétterében all6 Ca**; homeosztazis zavarok tisztazasa a szivfunkcio
tikrében izolalt perfundalt szivkészitmenyen. Mindezen Kisérleteket streptozotocinnal
(STZ) kivéltott IDDM-ben  szenved6  patkdnyokbdl izoldlt, Langendorff
szivpreparatumban veégeztik el. 3. Toxikus eredetii kardiomiopatia vizsgalata

doxorubiccinnel indukalt szivelégtelenségben izolalt, perfundalt patkanyszivben.

1. A 4 hetes diabéteszes kisérletek eredményei szerint: A sziv kontrakcids és relaxacios
zavarai fokozott terhelés mellett mar a diabéteszes kardiomiopatia korai, tlinetmentes
szakaszaban is egyértelmiien kimutathatok. A szivfunkcidzavar hatterében a Ca®';
homeosztazis eltérései allnak. A Ca?'; homeosztazis zavarai, méar a diabéteszes
kardiomiopéatia korai szakaszdban is fennallnak, és a korfolyamat elérehaladtaval
stlyosbodnak. Matematikai modelliink (lasd. elébb) altal adott lehetéségeket kihasznélva
meghataroztuk a rianodin csatorna konduktanciajat, es a SERCA2a maximalis transzport
képessegét. A diabéteszes szivekben mindket Kkinetikai paraméter alacsonyabbnak
bizonyult. B-adrenerg aktivalas a diabéteszes szivekben a SERCAZ2a transzport kapacitasat
a kontroll sziveknél szigfinikdsan kisebb mértékben fokozta. A Ca?*; homeosztazis
zavarainak hatterében feltehetsleg a Ca®'; szintjét szabalyozé enzimrendszerek és
csatornak (elsésorban SERCAZ2a, rianodin receptor, Na‘/Ca?* cserélé) expresszi6beli
és/vagy funkciondlis zavarai, illetve a B-receptorhoz kapcsolt jelatviteli mechanizmus
sérilése allhatnak.

op den Buijs J, Miklés Zs, van Riel NAW, Prestia CM, Szenczi O, Toth A, Van der Vusse
GJ, Ligeti L, Ivanics T. p-adrenergic activation reveals impaired cardiac calcium
handling at early stage of diabetes. Life Sciences, 76:1083-1098, 2005. (IF: 2.158)

2. Sz&mos korabbi adat utal arra, hogy diabéteszes szivben oxidansok és szabad gyokok
termelédnek, amelyek a nuklearis enzim, a poly(ADP-rib6z) polimerdz (PARP)
aktivacidja kovetkeztében az intracellularis NAD(P)H és ATP raktarak Kkimerllnek.
Logikusnak tiiné kovetkeztetés, mi szerint a PARP gatlads lassithatja a manifeszt

kardiomiopétia, valamint az azzal parhuzamos intracellularis kalcium homeosztazis



zavarok kialakulasat. A 4 hetes IDDM tipusU diabéteszes modelliinket némileg modositva,
a 6 hetes STZ tipusu diabétesz modelliinkben a PARP enzim aktivitast is gatoltuk (per os
20 mg/ttkg PJ34). Ezekben a kisérletekben az intracellularis Ca®*; homeosztazis néhany
Na*/Ca*" cseretranszporter) Western blot analizissel.

Eredmenyeink azt mutatjak, hogy DM-ben a szivek hemodinamikai teljesitménye mind
alapallapotban, mind B-adrenerg aktivacio utan alacsonyabb volt, mint a kontroll sziveke.
DM-ban a szivek végdiasztolés Ca®'; szintje nétt, valamint a SERCA2a transzport
kapacitdsa és a RyR2 konduktanciaja csokkent. A kalcium homeosztazisban szerepet
jatszé fehérjek szintjeit elemezve azt talaltuk, hogy a RyR2 expresszidja csokkent, a tobbi
Ca’*i-kotd fehérje expressziéja viszont nem valtozott. A PARP enzim gatlasa nem
befolyasolta lényegesen a DM szivek mechanikai funkci6jat és Ca**; homeosztazisat.
Eredmenyeink egyértelmiien azt mutatjadk, hogy a SERCA2a és a RyR2 csatornak
elégtelen miikodése kulcsszerepet jatszik a DM soran felléps Ca®*i-homeosztazis
zavaraban. A DM ezen tranzicionalis fazisaban a serult funkcié hatterében a SERCA2a és
a RyR2 fehérjék poszttranszlacids véltozasai &llhatnak. Ugyanakkor, a DM ezen
szakaszaban a PARP enzimnek nincs szignifikans patogenetikus szerepe a kontraktilis
funkcio illetve a Ca**; homeosztézis valtozasaiban.

Ligeti L, Szenczi O, Prestia CM, Szabé Cs, Horvath K, Marcsek ZL, van Stiphout RGPM,
van Riel NAW, op den Buijs J, van der Vusse GJ, Ivanics T. Altered calcium handling is
an early sign of streptozotocin-induced diabetic cardiomyopathy. International Journal of
Molecular Medicine, (kdzlésre elfogadva), 2006. (IF: 3.19)

3. Végil perfundalt patkanysziv preparatumokban leirtuk az intracellularis kalcium
homeosztazist érinté zavarokat doxorubicin (DOX) altal kivaltott kardiomiopatias
modellben is. E Kisérletek szerint a DOX kezelés (s.c. 2.5mg/ttkg, 6 héten at) hatasara a
szivek végdiasztolés Ca?*; szintje kétszeresére nétt (109+22 vs. 222+73 nM). Ez a magas
végdiasztolés Ca”; szint a poly(ADP-rib6z) polimerdz (PARP) enzim gétlasaval
mérsekelhet6é volt (93+55 nM). Tovabba, a PARP gatlas kivédte a DOX kezelt szivek
hidrogén-peroxid 4ltal okozott tovabbi Ca®*-tllterhelését és kontraktilitasi zavarat is.
Mindezek arra utalnak, hogy a PARP enzim aktivalodasa kulcsszerepet jatszik a DOX
&ltal indukalt szivelégtelenség soran felléps Ca?*;-homeosztazis zavaraban.



Szenczi O, Kemecsei P, Holthuijsen MFJ, van Riel NAW, van der Vusse GJ, Pacher P,
Szabé Cs, Kollai M, Ligeti L, Ivanics T. Poly(ADP-ribose) polymerase regulates
myocardial calcium handling in doxorubicin-induced heart failure. Biochemical
Pharmacology, 69:725-732, 2005. (IF: 3.436)

1. Iszkémia/reperfazid

A Kisérlet sorozat célja az iszkémias sziv intracellularis kalcium homeosztazisdnak
elemzése volt. Régota ismert, hogy az iszkémiat kovet6 reperfuzio soran a sziv kalcium
tulterhelést szenved. Hianyzik ugyanakkor a Ca?*; tllterhelés kvantitativ elemzése és
annak kapcsolata a sarcolemma degradacidjaval. A sziveket 30 perces ,,no-flow’
iszkémianak tettik ki, amelyet 30 perces reperfizid kovetett. Megallapitottuk, hogy az
iszkémiat kovet6 reperfazio alatt mind a kalcium felszabadulds, mind a kalcium
szekvesztralodasat vegzé folyamatok sériilnek. A végdiasztolés nyomas reperfizid alatti
ndvekedésének hatterében az ebben a periddusban bekdvetkezd végdiasztolés Ca?*;
ndvekedése all. A reperflizios periédusban membran degradécid is bekdvetkezik, amelyet
a szoveti arachidonsav tartalom fokozddasa jelzett. Az Ca®*; emelkedés és az arachidonsav
koncentracio fokozodas kdzott szoros korrelacio volt kimutathato, ami a reperfizio soran
bekovetkezd Ca?*-dependens foszfolipaz A; aktivaciéra utal.

Miklds Zs, Ivanics T, Roemen THM, Van der Vusse GJ, Dézsi L, Szekeres M, Kemecsei P,
Toth A, Ligeti L. Time related changes in calcium handling in the isolated ischemic and
reperfused rat heart. Molecular and Cellular Biochemistry, 250(1):115-124, 2003. (IF:
1.763)

V. Ho-sokk elokezelés

A ho-sokk (HS) elokezelés protektiv hatdsa a posztiszkémids funkciozavar
mérséklésében, a kedvezébb hemodinamikai paraméterek elérésében nyilvanul meg. A
kedvez6 hatés kialakulaséért tobb egyidejii mechanizmus aktivalodasa lehet felelés. H6-
sokk elokezelés hatasara kulcsenzimek foszforilalodnak, a mitokondrium ATP-fiiggé K-
csatornai is aktivalodnak, NO termelddik és nem utolso sorban az endogén kannabinoid
rendszer is aktivalodik. Az eddigi kutatdsi eredmények ellentmondésos adatokat k6z6lnek

arra vonatkozdan, hogy a hé-sokk terdpia hatasara melyik endogén kannabinoid



expresszalodik. Az irodalomban arrdl sincs egyértelmi allasfoglalas, hogy a hé-sokk
elékezelés milyen moédon valtoztatia meg az Ca?*i-homeosztazist miikods
szfvpreparatumban. Ezekkel a kisérleteinkkel ezt a problémakort vizsgaltuk. Az Ca?*-
valtozast mikddé sziv preparatumban vizsgéltuk iszkémia és reperflizid soran ho-sokk
elékezelt patkanyokban, majd a szivek anandamid, az 1-arachiodonilglicerol és a 2-
arachiodonilglicerol szintjét meghataroztuk. Kisérleteink eredményeit 0sszegezve: Ho-
sokk elokezelés ,,jotékony” hatasanak kovetkeztében az iszkémiat kdvet6 reperflzié soran
az Ca®'i-tllterhelddés kisebb mértékii. Kimutattuk, hogy a hé-sokk elékezelés az
endokannabinoidok kozil az anandamid fokozott termelédeset véltja ki a
szivizomszovetben iszkémia/reperfuzio soran. E két eredmeny esetleges oksagi
kapcsolatra utalhat az endogén kannbinoid rendszer ,,up-regulalodésa” és az iszkémia és
reperfizié soran kialakulé miokardiélis kalcium tdlterhelédés kivédése kozétt. A Ca';
tranziensek kinetikai analizisenek eredményeképpen megallapithatjuk, hogy a hé-sokk
prekondicionalt miokardium kontraktilis apparatusanak kalcium érzekenysége 30 perc
iszkémia és azt kovetoé 30 perc reperfzio utan is megtartott.

Szenczi O, Kemecsei P, Miklés Zs, Ligeti L, Snoeckx LHEH, van Riel NAW, op den Buijs
J, Van der Vusse GJ, Ivanics T. In vivo heat shock preconditioning mitigates calcium
overload during ischaemia/reperfusion in the isolated, perfused rat heart. Pfliigers Archiv
European Journal of Physiology, 449:518-525, 2005. (IF: 2.26)



