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Bevezetés

A szivizom elégtelenség epidémias jelleget Oltott, a daganatos megbetegedések mellett a
haldlozasok 6 kérokanak tekinthets. Az intracellularis Kkalcium (Ca®*) homeosztazis
alapvetéen szabja meg mind a sziv pumpafunkcidjat, mind relaxacios képességét. Szivizom
elégtelenségben ezek a funkcidk igen gyakran zavart szenvednek. A kardialis inszufficiencia
zavarai is alapvetéen kilonbozhetnek egymastdl. Jellemzé mddon a szivizom elégtelenség
bevezet6 tiinete a relaxacios képesség — luzitropia — csokkenése. A tlinet hatterében a kalcium
szekvesztracio sériilése all. A szekvesztracid dont6 eleme a szarkoplazmatikus retikulum Ca-
ATPaz (SERCAZ2a)/foszfolambéan (PLB) fehérje paros. A szekvesztracid sériilése mogott a
Ca®; homeosztazisban résztvevs fehérjék csokkent expresszidja ésivagy posztranlaciés
modosulasa allhat. Késébbi tinet a kontraktilitas — inotropia — zavara, amelynek hatterében
egyfeldl a szivizom atépulése, masfelél a kalcium felszabadulas zavarai allnak. Bar ez a
kérdeskor mind a klinikai gyakorlat, mind az elméleti élettani, korélettani kutatdsok szdmara
donté fontossadguak, meglepé mddon ennek a problémakérnek a szisztematikus kutatasa
meglehetésen szegényes. Palyazatunk f6 célkitiizése a kilénb6zé6 modon kialakulo kardialis
inszufficiencia és az intracellularis kalcium homeosztazis kapcsolatanak vizsgalata volt. Igy
kvantitativ modon jellemeztilk a kalcium felszabadulds és szekvesztracié altal indukalt ion
fluxusokat diabetes mellitus (DM) talajan kialakulo szivizom elégtelenségben, toxikus eredeti
és dilatativ kardiomiopatiaban, és vizsgaltuk hogyan befolyasolja hé-sokk elokezeles az
iszkémia/reperfazio elleni taréképesseget. Kisérleteinket Langendorff szerint perfundalt
izolalt patkdny és egér sziveken végeztiik, a mért paraméterek jellemezték a szivizom
hemodinamikai teljesitményét, az intracellularis kalcium ciklikus koncentracio valtozasait és
néhany, a kalcium homeosztazis fenntartasaban kulcsszerepet jatszo fehérje szintjét.

Az aldbbiakban részletesen ismertetjuk a kilonb6zé kardidlis inszufficiencia modelljeinkbol
nyert eredményeinket. Az ismertetés dontéen publikalt adatokon alapul, a zar6jelben 1évé

szamok a kdzleményjegyzékben szereplé publikacidkra utalnak.

|. Diabéteszes kardiomiopatia (10, 16)

Az inzulin-dependens diabetes mellitus (IDDM) egyik gyakori és sulyos szdvédménye a
koronaria-szklerézis jelenléte nélkil is kialakulé diabéteszes kardiomiopatia, és a
kovetkezmenyes szivelégtelenség kifejlédese. A kdrképet jellemz6  legfontosabb

hemodinamikai valtozasok a miokardium csdkkent kontrakcids és relaxacios képessége. A
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hemodinamikai zavarok kialakulasaéert az intracellularis szabad kalcium szint szabalyozé
folyamatainak érintettsége tehet6 feleléssé. Ezen patofizioldgias valtozasokat elsésorban
izolalt kardiomiocitakon végzett kisérletekben bizonyitottak.

Keves adat taldlhato a manifeszt kardialis tineteket meég nem mutatd diabéteszes
kardiomiopatia korai és atmeneti szakaszara vonatkozoOlag. Kérdés, hogy ezekben az
allapotokban a Ca®*; homeosztazis zavarok mar fennallnak-e, és ezek a zavarok a betegség
progredialasaval hogyan véaltoznak? Kulondsen kevés informéacid lelhet6 fel az irodalomban
az in vivo korilmenyekhez kozelebb allo izolalt, perfundalt szivpreparatumra vonatkozoéan,
amelyben a Ca*; homeosztazis zavarait az aktuélis hemodinamikai funkcié tiikrében lehet
vizsgalni. Az itt és az aladbbiakban ismertetett 6sszes kisérletben Langendorff szerint
perfundalt patkany és egér szivekben a bal kamrai nyomast a kamraba helyezett ballon katéter

segitségével, a Ca**i-t Indo-1 felszini fluorimetriaval mértiik.

1. IDDM korai szakasza (10)

A pancreas beta sejteinek kémiai ablacidjat (70 mg/ttkg streptozotocin, STZ) kdvets 4
hetes periodus tekinthet6 a diabétesz korai fazisanak. Ekkor a hemodinamikai funkciok
alapallapotban nem térnek el a kontroll szivekétél. A sziv kontrakcids és relaxacios
zavarai ugyanakkor fokozott terhelés (beta-adrenerg aktivacio) mellett mar a diabéteszes
kardiomiopatia korai, tlinetmentes szakaszaban is egyértelmiien kimutathatok, amely
funkcidzavar hatterében a sziv a Ca®'; homeosztazisénak eltérései allnak. A Ca®";
homeosztazis zavarai tehat méar a diabéteszes kardiomiopatia korai szakaszdban
fennéllnak, és a korfolyamat progredialasédval sulyosbodnak. A laboratériumunkban
kidolgozott matematikai modell segitségével meghatéroztuk a rianodin csatorna
konduktanciajat, és a SERCA2a maximalis transzport sebessegét. Ezek a Kkinetikai
paraméterek szignifikansan kisebbek voltak a diabéteszes szivekben a kontroll szivekhez
képest. Beta-adrenerg aktivalds lehetéséget ad a SERCA2a transzport rezerv
kapacitasanak meghatarozasara. Eredmeényeink szerint a diabéteszes szivekben a
SERCAZ2a rezerv kapacitasa a kontroll sziveknél szigfinikasan kisebbnek bizonyult. Ezek
a mérések arra utalnak, hogy a Ca®*; homeosztazis zavarainak hatterében feltehetéleg a
Ca®*; szintjét szabélyoz6 enzimrendszerek és csatornak (elsésorban SERCAZ2a, rianodin
receptor — RyR2, Na'/Ca®* cserél6) expresszidbeli és/vagy funkcionalis zavarai allhatnak.
Nem zarhatd ki azonban a beta-receptorhoz kapcsolt jelatviteli mechanizmus sériilése

sem.



2. IDDM éatmeneti szakasza (16)

Ebben a kisérletsorozatban a DM atmeneti (tranzicionalis) fazisanak vizsgalatara 6 hetes
STZ tipustu diabétesz modellt alkalmaztunk, amelyben elemeztiik hogyan mdédosul DM
soran a miokardium intracellularis kalcium homeosztazisaban kulcsszerepet jatszd
fehérjék (SERCA2a, RyR2, foszfolamban és Na'/Ca®* cseretranszporter) funkci6ja és
expresszidja. Vizsgaltuk tovabba, hogyan véltozik a DM-es sziv beta-adrenerg
aktivalhatosaga (lzoproterenol). A fehérjék szoveti szintjét Western blot analizissel
hataroztuk meg. Szamos adat utal arra, hogy diabetes mellitus-ban fokozodik az oxiradikal
képzodés. A folyamatban fontos szerepet jatszik a poly(ADP-rib6z) polimerdz nukleéaris
enzim (PARP), amelynek aktivacidja az intracellularis NAD(P)H és ATP raktarak
kimeriilését okozza. Igy kisérleteink kdvetkez6é csoportjaban azt is vizsgaltuk, hogy a
PARP gatlas lassitja-e a manifeszt kardiomiopatia, valamint az azzal parhuzamos
intracellularis kalcium homeosztazis zavarok kialakulasat. Ebben a Kisérleti csoportban a
PARP enzim aktivitast telité dézisi 20 mg/ttkg PJ34-el (per 0s) gatoltuk.

Eredményeink szerint a DM atmeneti szakaszaban a szivek hemodinamikai teljesitménye
(inotropia, luzitropia) mar alapallapotban is alacsonyabb volt, mint a kontroll sziveké.
Tovabba, beta-adrenerg aktivacio jelentésen kisebb hatdsi volt a DM-es szivekben.
Matematikai modelliink felhasznalésaval a Ca”*; homeosztéazist elemezve azt tapasztaltuk
DM-ben a szivek végdiasztolés Ca®'; szintje nétt, valamint a SERCA2a transzport
kapacitasa és a RyR2 konduktanciaja csokkent. Ugyanakkor a kalcium homeosztazisban
szerepet jatszo fehérjek szintjeit elemezve azt talaltuk, hogy csak a RyR2 expresszidja
csokkent, a SERCA2a, a foszfolamban és a Na‘/Ca?* cseretranszporter fehérjék szintjei
viszont nem véltoztak. Ezek az eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy a SERCA2a
és a RyR2 csatornak elégtelen miikddése kulcsszerepet jatszik a DM soréan fellépd Ca®*;-
homeosztazis karosodasaban, és az ennek kovetkeztében kialakuld kontrakcioa és
relaxdciés zavarokban. A serilt funkcio hatterében a SERCA2a és a RyR2 fehérjék
poszttranszlacids valtozasai allhatnak a DM tranzicionalis fazisaban, ennek kdvetkeztében
mind a Ca?*; felszabadulas, mind a Ca?*; szekvesztraci6 zavart szenved. A PARP enzim
gatlasa azonban nem befolyéasolta a Ca®*; homeosztazis és a hemodinamikai teljesitmény
zavarait, ami arra utal, hogy a DM ezen szakaszaban a PARP enzimnek nincs szignifikans

patogenetikus szerepe a kontraktilis funkcid, illetve a Ca®*; homeosztazis valtozésaiban.

1. Toxikus eredetii kardiomiopatia (12)




A kardiomiopatias korképeknek egy tovabbi jol ismert modellje a kemoterapias szerként
alkalmazott doxorubicin (DOX) Altal okozott toxikus eredetii szivelégtelenség. Ebben a
modellben sulyos oxidativ stressz alakul ki, amely a nukleéris enzim, a poly(ADP-ribdz)
polimeraz (PARP) aktivacidjat indukalja. Ez a folyamat a szivizom atépuléséhez,
~remodeling”-jéhez vezet. Ebben a modellben izolalt, perfundalt patkanysziv preparatumot
hasznalva leirtuk az intracellularis kalcium homeosztazist érint6 zavarokat. Az eredmények
szerint a kronikus DOX kezelés (s.c. 2.5mg/ttkg, 6 héten &t) kovetkeztében a szivek
végdiasztolés Ca*; szintje kétszeresére nétt (109+22 vs. 222+73 nM), amely valtozas a PARP
enzim gatlasaval (20 mg/ttkg PJ34, per 0s) mérsékelheté volt (9355 nM). Tovabba, hidrogén
peroxidot (600 mikroM) hasznélva a perfuzatumban akut oxidativ stressznek tettiik ki a DOX
sziveket. E beavatkozés kovetkeztében a szivekben tovabbi Ca®*; talterhel3dés és kontrakcios
zavar alakult ki, amelyet a PARP gatlas teljesen Kkivédett. Osszefoglalasképpen
megallapithatd, hogy a PARP enzim aktivalodasa alapveté szerepet jatszik a DOX altal

indukalt toxikus kardiomiopétia soran fellépé Ca®*;-homeosztéazis zavaraban.

111. Hé-sokk (13)

A kardialis inszufficiencia és az intracellularis kalcium homeosztazis kapcsolatat

iszkémia/reperflzié soran is vizsgaltuk. Az irodalombdl jél ismert, hogy a hé-sokk (HS)
elékezelés protektiv hatdsa a posztiszkémids funkcidzavar mérséklésében, a kedvezébb
hemodinamikai paraméterek elérésében nyilvanul meg. A protektiv hatas hattereben tobb
egyidejii mechanizmus aktivalodasa huzodik meg. Igy példaul HS elokezelés hataséra az
intracellularis homeosztazis egyes kulcsenzimei foszforilalodnak, a mitokondrium ATP-fliggé
K*-csatornai is aktivalodnak, NO termelddik. Ezen, részben mar jol ismert mechanizmusok
mellett a legUjabb irodalmi adatok szerint az endogén kannabinoid rendszer is aktivalodik.
Ugyanakkor az eddig koézolt kutatasi eredmények ellentmondésosak abban a vonatkozasban,
hogy, a HS terapia hatdsara melyik endogén kannabinoid expresszalddik. Tovabba, nem
tisztdzott még az sem részleteiben, hogy a h6-sokk eldkezelés milyen mddon véltoztatja meg
az Ca’*-homeosztazist mikodd szivpreparatumban iszkémia/reperfizié soran. Ezért
terjesztettiik ki a kardialis inszufficiencia és a Ca*'; homeosztazis kapcsolatara iranyuld
vizsgélatokat erre a problémakdrre is. Az iszkémia/reperf(zi6 soran kialakulé Ca*-
valtozasokat mikddé sziv prepardtumban vizsgaltuk ho-sokk el6kezelt patkanyokban. A
kisérletek végén a sziveket lefagyasztottuk, és a széveti anandamid, 1-arachiodonilglicerol és
2-arachiodonilglicerol (endogén kannabinoidok) szinteket meghataroztuk. Eredmeényeink

szerint: 1. Az iszkémiat kovetd reperfizié soran az Ca*i-tllterhelddés joval kisebb mértékii



volt a h6-sokk elokezelés kovetkeztében. 2. Az endokannabinoid rendszer vonatkozéasaban
kimutattuk, hogy HS elékezelés utdn iszkémia/reperf(zié a szivizomszdvetben fokozott
anandamid termel6dését indukalja. E ket eredmény arra utal, hogy az endogén kannbinoid
rendszer up-regulalodéasa és az iszkémia/reperfiziéd soran kialakuld miokardialis kalcium
tulternel6dés kivedése kozott esetleges oksagi kapcsolat all fenn. Matematikai modellink
felnasznalasaval a Ca®'; tranzienseket kinetikai analizisnek vetettiik ald. E vizsgalatok
eredményeképpen megallapitottuk, hogy a HS prekondicionalt szivizomszdvet kontraktilis
apparatusanak kalcium érzékenysége 30 perc iszkémia és azt kdvet6 30 perc reperfizio utan is

megtartott.

IV. Aciddzis hatasa a Ca®*; homeosztazisra (1)

Kozismert, hogy iszkémia/reperfuzio (I/R) intracellularis acidozist okoz. Felmeriilt a kérdés,
hogy acidozis per se hogyan befolyasolja az intracellularis kalcium homeosztazist. A rosszul
permeald szerves pufferek, mint pl. a Tyrode oldat intracellularis aciddzist alakitanak ki. Ezt
kihasznalva kisérleteinkben az altalanosan hasznalt (CO,/HCO7; alapu) Krebs-Henseleit
puffert (HEPES alapl) Tyrode oldatra cseréltiik ki. Vizsgaltuk, hogy az intracellularis pH
csokkenese (a pHi-t carboxy-SNARF-al fluorimetriasan merttk), 1. hogyan befolyasoljak az
izolalt sziv mechanikai teljesitményét és Ca**; tranziensét, illetve 2. hogyan befolyésoljak az
izolalt szivizomrost kontrakcids erejét és az akcios potenciél hosszat. Eredményeink szerint a
Tyrode oldattal létrehozott intracellularis aciddzis csokkenti a sziv kontraktilis erejét és a
Ca®"; szekvesztracid sebességét, és ezzel analég médon csokkenti az izolalt szivizomrost
kontrakcids erejét, valamint megnyljtja az akciés potencial hosszat. P*-NMR
spektroszkopiaval nyert adatok szerint a szivizom intracellularis pH-ja 7,2. Ugyanakkor a
kilénb6z6 SERCA izoformaknak a pH optimuma 7,0-7,7 kozott van, veélhetéen az
alkalmazott Tyrode oldat a miokardium pH-jat ez ald az érték ala viszi, magyarazva a
SERCAZ2a lassult transzport sebességét. Ugyanakkor ezek az eredmények arra is utalnak,
hogy az altalunk alkalmazott perflziés médium — Krebs-Henseleit oldat — idealisnak
tekintheto.

V. Dilatativ kardiomiopatia (publikalas alatt)
A dilatativ kardiomiopatia (DCM) modelljéil a muszkularis LIM protein (MLP)-KO

egértorzset valasztottuk. A LIM protein ,,scaffold” fehérje, melynek hianyaban csokken a
szivkontraktilitas, ami szivhipertrofidhoz, késébb dilatdciéhoz vezet. 3 és 9 honapos egerek

sziveit izolaltuk és Langendorff szerint perfundaltuk. Ebben a Kkisérletsorozatban az



intracellularis kalcium homeosztazis fenntartasaban szerepet jatszo kulcsfehérjék mRNS
szintjét rt-PCR-rel hataroztuk meg. A szarkoplazmatikus retikulum (SR) Ca** "ATP-azénak
stlyat a Ca®* transzportban a transzporter gatlasaval (ciklopiazonsav, CPA 5 uM) becsiiltiik
meg. A 3 honapos MLP-KO egerek bal kamrai luzitop funkciojat jellemz6 —dPpw/dtmax (1489
+ 171 Hgmm/s) elmaradt a hasonlé koru, kontroll egyedekéhez képest (1784 £ 164 Hgmm/s).
A 9 honapos hibrid és KO egerek —dPp/dtmax értékeiben nem taldltunk kilénbséget (Hibrid:
1520 + 290, KO: 1635 + 362 Hgmm/s). A szivfunkciét jellemzé tobbi hemodinamikai
paraméter tekintetében nem észleltlink eltérést a KO és a hibrid csoport kézott. CPA hatés
alatt a +dPu/dtmax, €S a -dPp/dtmax Szignifikans csokkenése volt megfigyelheté minden
kisérleti csoportban. A 3 honapos MLP KO szivekben azonban a CPA valasz szignifik&dnsan
nagyobb volt az azonos koru hibrid csoportban észlelthez képest: a +dPp/dtmax (hybrid: 2394
+ 691, KO: 1271+ 363 Hgmm/s) és a -dPy/dtmax (hybrid: 965 + 323, KO: 506 + 139 Hgmm/s)
nagyobb mertékben csokkent, mig a végdiasztolés bal kamrai nyomas jelentésebb emelkedést
mutatott (hybrid: 10.3 £ 2.7, KO: 17.8 = 4.1 Hgmm). SERCA2a gatlads alatt ennek
megfeleléen a fiatalabb allatokban a kontrollhoz képest megnétt a végdiasztolés kalcium
koncentracié (hybrid: 176 = 39, KO: 322+ 92 nM), a 9 hdnaposakban viszont mar
mérséklédott a kiilonbség a beteg és a kontroll csoport kozétt. A Ca®'-szekvesztracid
sebességének csokkenése (-dCa*i/dtmay) alacsony dézisi CPA-infizié soran csak a 3 hénapos
MLP KO éllatokban volt nyilvanvaldé. A rianodin receptor (RyR2), a natrium-kalcium
kicserel6 (NCX) mRNS szintjei a DCM kilénb6z6 stadiumaiban nem valtoztak. A DCM
korai szakaszdban (3 honapos) csokkent a SERCA2a mRNS szintje (22% a kontrollhoz
képest), mig a betegség manifeszt szakaszéban (9 hdnapos) megegyezett a kontroll allapottal
(110% a kontrollhoz képest). Eredményeink arra utalnak, hogy a betegség korai szakaszéban
a SERCA2a mRNS szintje és mikddése sériil, majd a DCM késéi szakaszaban eddig nem

ismert szabalyozé mechanizmusok révén restitualodik.



