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1. Roviditések jegyzéke

ACE-gatlok: angiotenzin-konvertald enzim gatloszerei

AT-Il: angiotenzin-II

ATP-az: adenozin-trifoszfataz enzim

BARKZ1: B adrenoreceptor kinaz 1

Ca”*: kalciumion

Ca?";: intracellularis kalciumion

[Ca?*];: intracellularis kalciumion-koncentracio

CAMK: Ca’*-kalmodulin dependens protein kinaz

CAMP: ciklikus AMP

CICR: kalciumindukalt kalcium-felszabadulas (Ca®*-induced Ca®*-release)
CPS: ciklopiazonsav, a SERCA2a specifikus gatloszere

DAG: diacil-glicerol

DCM: dilatativ kardiomiopatia

DHPR: dihidropiridin receptor, L-tipusa Ca?* csatorna

+0dP/dtmax: a bal kamrai nyomasgorbe felszallo szaranak maximalis meredeksége: az
inotropia jellemzdje

-dP/dtyax: a bal kamrai nyomasgorbe leszalld szaranak maximalis meredeksége: a
luzitropia jellemzdje

EDP: bal kamrai végdiasztolés nyomas (end-diastolic pressure)
EDV: végdiasztolés térfogat (end-diastolic volume)

EF: ejekcios frakcid

ET: endotelin

ET;: endotelin 1 receptor

FFA: szabad zsirsav (free fatty acid)

FS: frakcionalis rovidiilés (fractional shortening)

GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz

Gi protein: inhibitoros heterotrimer G protein

G; protein: serkent6 heterotrimer G protein

IGF-1: inzulinszerii névekedési faktor (insulin-like growth factor)
IVSd: interventrikularis szeptum atméré

IP3:1,4,5- inozitol-trifoszfat

L-tubulus: longitudinalis tubulus

LVIDd: bal kamra belsé atmérdje diasztoléban (left venticular internal diameter)
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LVIDs: bal kamra bels6é atmérdje szisztoléban (left venticular internal diameter)
MetS: metabolikus szindroma

MLC: miozin konnytildnc (miosin light chain)

MLCK: miozin konnyiilanc kinaz (miosin light chain kinase)
MLP-KO: muscle lim protein knock out

NCX: a szarkolemmaban talalhaté Na*-Ca®*-kicseréld pumpa
O-GIcNAc: O-kapcsolt N-acetilgliikozamin

OGT: O-GlcNAc transzferaz

PKA: protein kindz A

PKC: protein kinaz C

PKG: protein kinaz G

PLB: foszfolamban (phospholamban)

P-PLB: foszforilalt foszfolambéan

PP: bal kamrai pulzusnyomas (pulse pressure)

PV: pulzus térfogat

RAAS: renin-angitotenzin-aldoszteron rendszer

RyR2: a szarkoplazmas retikulum szivspecifikus rianodin receptora
SERCAZ2a: a szarkoplazmas retikulum szivspecifikus Ca®*- ATP-az pumpdja
SR: szarkoplazmas retikulum

Tn-C: troponin C

Tn-I: troponin |

Tn-T: troponin T

T-tubulus: transzverzalis tubulus
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Szivciklus és az elektromechanikai kapcsolas

A kalcium ionnak (Ca®") kitiintetett szerepe van a szervezetben. Nem csak a test
tartoszerkezetének nagy, anorganikus részét alkotja, hanem szamos szabalyzo funkciot
is ellat. Mind az immunrendszer, a véralvadas folyamatiban, mind a sejtek
helyvéltoztatasdban szerepet jatszik. Iranyitja az ingeriilet atvitelt, a hormonszekréciot.
Els6dleges és masodlagos hirvivoként befolyasolja az intracellularis folyamatokat. Ezek
mellett kozponti eleme a szivizomban zajlo ciklikus folyamatnak, a szivciklusnak. A
szivizom periodikus  Osszehuzoddsa és elernyedése kalciumion hianyaban
elképzelhetetlen, mivel az elektromos jel, a depolarizaci6 ¢és az izomrostok
sszehtizodasa kozotti kapesolatot, az elektromechanikai kapcsolast a Ca®* végzi. Az
intracellularis Ca®*  koncentracio folyamatos ciklikus valtozasat nevezziik Ca?*

tranziensnek.
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1. Abra A Ca”*; tranziens (szaggatott vonal), Indo-1 fluoreszcens technika segitségével
meghatarozott Ca*; koncentraciovaltozas, és a bal kamrai nyomasgdrbe (folyamatos

vonal). Sajat, reperezentativ abra, a frukt6z bevitel indukalta kardiomiopatia

kisérletekben a nyugalmi allapotban rogzitett adatsorokbol megjelenitve.
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2.1.1. Ca®* felszabadulas

Amikor az elektromos jel végigfut a szivizomsejteken és azok T tubulusainak
membranjan depolarizaci6 formdjaban, és eléri egy adott sejt membranjaban
elhelyezkedd L-tipusi Ca®* csatornakat, megnyitja azokat. A lassi Ca®* bearamlas
inditja el az intracellularis Ca** koncentracié meredek, nagymértékii emelkedését, mely
soran a nyugalmi 100 nmol/l koncentracié 1 pmol/l tartomanyba emelkedik. Ez a
folyamat a sejtmembran és a szarkoplazmatikus retikulum (SR) kiemelt teriileteire
koncentralodik. Ezeket a helyeket diddoknak vagy triddoknak nevezziik, mivel a
sejtmembran betiiremkedései, a T-tubulusok, ahova az L-tipusu Ca®* csatornak (DHPR)
csoportosulnak, egy vagy két, ryanodin receptorban gazdag terminalis ciszternaval
allnak kapcsolatban. A DHP receptorok a ryanodin csatorna (RyR2) ,,lab”, citoszélba
16g6 részéhez kozel helyezkednek el, ugyanakkor a szivizomzatban a kapcsolat nem
jelent direkt kotdédést. A RyR2 csatornak aktivalodasat az extracelluléris térbdl belépo
kalciumionok hozzék létre. Ennek sordn a SR-bél Ca?* szabadul fel, és igy a lokalisan
megemelkedd Ca’*; koncentracio aktivdlja a szomszédos ryanodin csatorndkat. Ez a
folyamat, amit Ca®* indukalt Ca*" felszabadulasnak (calcium induced calcium release,
CICR) neveziink, eredményezi a Ca?*; koncentracio gyors emelkedését. Ugyanakkor ez
a pozitiv visszacsatolasos, autokatalitikus folyamat bizonyos Ca’*; koncentracié elérése
utdn Onmagat gatolva leall, és igy a Ca®*; koncentracié emelkedése megall, majd
csokken, a parhuzamosan miikodd eltavolitd mechanizmusoknak k&szonhetden. A
koncentraci6 megemelkedéséért felelds Ca?* nagy része (92%) a SR kalcium raktarabol
szarmazik (patkany €s egér szivben), mig a kisebbik részt alkotd, extracellularis térbol
bejutd ionok triggerként funkcionalnak (Bers 2000, Bootman és Berrige 1995, Dibb és
mtsai 2007, Edes 2000, Rios és Pizarro 1988).

2.1.2. Ca** spark

A lokélisan megemelkedd Ca®* koncentraciot Ca?* sparknak nevezziik. Az elnevezés a
konfokalis 1ézer fluoreszcencia mikroszkdpia alkalmazasa soran tapasztalt kicsi, tova
nem terjedd Ca®" felvillanasok alapjan tortént. A Ca®* spark a Ca®* felszabadulasaért
felelés elemi egységek (CRU: Ca®* release unit) aktivitasa soran keletkezé Ca?*
koncentracidemelkedés, vagyis az ennek kovetkezményeként megjelend fluoreszcens
jel. Ezt tobb ryanodin csatorna miikodése hozza 1étre. Egyetlen RyR2 csatorna
aktivitdsat  quarknak  nevezzikk. A  depolarizaci6 utan  kialakuld Ca*

koncentraciéemelkedés alapegysége a spark, melyek Osszegzésébdl alakul a Ca?*
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koncentracié ciklikus valtozasa, a Ca®* tranziens. Ezeknek az elemi egységeknek
¢lattani jelentOségiik az, hogy ezek a diszkrét, jol koriilirt jelenségek nem eredményezik
a citoszol, igy a mitokondriumok Ca®" tulterhelését. A koncentracidemelkedés a
citoplazma alacsony Ca’* diffuzibilitdsa miatt lokalis marad, igy mennyiségileg nem
emelkedik talzottan a Ca’* tartalom, igy az eltavolitas gyorsabb és jobban szabalyzott
maradhat. A spark jelensége nem csak szivizomsejtekben megfigyelhetd, hanem
vazizomsejtekben, simaizomsejtekben, neuroendokrin sejtekben, valamint olyan

neuronokban, melyek RyR2 tartalmaznak (Cheng és mtsai 2008, Wier és Balke 1999).

2.1.3. Kontrakci6 és kontraktilis apparatus

A megemelkedett Ca®* koncentracid vezet a kontrakcidhoz, igy jon létre az
elektromechanikai kapcsolas. A Ca?* a vékony filamentumokhoz kapcsol6dd szabalyzo
fehérje, a troponin (Tn) egyik alkotdéeleméhez, a troponin C-hez (Tn-C) kapcsolodik,
ami lehet6vé teszi a kontrakciot. A troponin molekulat alkotja még a troponin | (Tn-1),
ami nyugalmi allapotban gatolja az aktin miozin kapcsolodast, valamint a troponin T
(Tn-T), ami biztositja a kapcsolatot a tobbi troponin, és a vékony filamentumokhoz
tartozo tropomiozin kozott. A troponin T alegységnek emberben négy izoformaja ismert
(Tn-T 1-4). Egészséges human szivben a Tn-T3 dominal. A troponin C Ca?* affinitasat
szdmos tényezd befolyasolja: csokkenti az alacsony pH, révid szarkomerhossz, a PKA
altal foszforilalt troponin I, illetve noveli a nagyobb szarkomerhossz, ami a Starling
szabaly egyik lehetséges magyarazata. (Bers 2000, Edes 2000, Opie 2004, Sommer
1995).

A vékony filamentumok f6 alkotoeleme az aktin. Az aktin monomerek polimerizatuma
alkotja az aktin filamentumot. Két aktin molekulaldnc egymas koré csavarodva kettds
hélixet alkot, amit a szintén kettds helikalis szerkezetli polipeptidlanc, a tropomiozin
koriilolel ezzel stabilizalva azt, valamint ezzel eltakarva az aktin miozinkotShelyeit, igy
alapallapotban megakadalyozva az aktin-miozin interakciot. A vastag filamentumok
miozinbol és ez utdbbiak két konnyii (MLC) és két nehézlancbol (MHC) allnak, ezek
alkotjak a f0 lancot és kereszthid-kotésekért felelds fejet. A miozin kdnnyti lancanak két
tipusa van: az MLC-1 struktaralis funkciot lat el, mig az MLC-2 a szabalyozéasban vesz
részt. Az utobbit foszforildlja a miozin konnytilanc kindz (MLCK), ami a 3 adrenerg
stimulaci6 és a Ca?* kalmodulin komplex hatdsara aktivalodik. A foszforilacio hatdsara
névekszik a kontraktilis apparatis Ca®* érzékenysége (Morano és mtsai 1985). Az MHC
két tipusa ismert az alfa és a béta. Az el6bbi nagyobb ATP4z aktivitassal és gyorsabb
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mechanikus reakcioval rendelkezik, ellentétben az utobbival. Mivel a
miozinfilamentumok két MHC kapcsolédasaval jonnek 1étre, ezért 3 izotipus
kombinacio johet 1étre: a Vi két a, a V egy a és egy B, a V3 két  izoenzimet tartalmaz.
Ragcsalokban az o MHC dominal, emberben a p MHC. Szivelégtelenségben csokken az
a izotipus, ami annak ellenére, hogy energetikailag elényds, hozzajarulhat a kardialis
diszfunkci6é romlasdhoz. Az a izoenzim mennyiségének kismértékli valtozasa észlelhetd
eltérést eredményez a kontraktilis teljesitményben (Edes 2000, Herron és mtsai 2002,

Schwartz és mtsai 1981).

A kontraktilis apparatus funkcionalis és strukturalis alapegysége a szarkomer, amit a két
oldalan elhelyezkedd Z-lemez zér le. Ezen keresztiil kapcsolodnak dssze a szarkomerek.
A Z-lemez szamos citoszkeletalis fehérjét (a-aktinin, spektrin, dezmin) tartalmaz,
melyek biztositjdk a miofibrillaris renszer és a sejt vazdnak kapcsolodéasat. A vékony
filamentumok a Z-lemezhez rogziilnek, és Osszehuzodas soran a két Z-lemez kozott
elhelyezked6 miozin molekuldk kozé csuszak be, ezzel kozelitve egymashoz a két
szomszédos Z-lemezt. A vastag filamentumok egy elasztikus tulajdonsagi molekuléan, a
titinen keresztiil vannak kapcsolatban a Z-lemezzel (Helmes és mtsai 1996). A titin a
szervezet legnagyobb molekuldja, kontrakcio alatt Osszezsugorodik, majd relaxaciod
soran, mialatt visszanyeri kiinduldsi allapotit az ebben téarolt energia gyorsitja a
relaxaciot. A diasztolé végén a titin molekula megnyutlik, majd az el6zdleg leirt médon
gyorsitja a kovetkezd kontrakciot (Sutko és mtsai 2001). A titin molekula végéhez
kapcsolodik a telethonin molekula, valamint a harantcsikolt izom specifikus LIM
fehérje (MLP) (Knoll és mtsai 2002). A LIM egy betlisz6, ami azt a harom fehérjét
jeloli (Lin11, Isl-1, Mec-3), melyekben eldszor megtalaltak a LIM fehérjét.

A miozin nyugalmi allapotban ADP-t és anorganikus foszfatot (P) kot, majd a troponin
C és a Ca* kapcsolodasanak hatisara a troponin-tropomiozin komplex olyan
komformaciovaltozason megy keresztiil, ami lehetévé teszi az aktin és a miozin
kapcsolodasat. Ekkor a keresztkotésekrol az ADP és a P disszocial, aminek hatasara
megtorténik a miozinfej erégenerald konformaciovaltozasa (power stroke). A nyugalmi
allapotban 90 fokos miozin fej-aktin kapcsolat 45 fokra cs6kken. Emiatt csuszik Ossze
az aktin és miozin (csuszéfilamentum elmélet). Ujabb ATP kapcsolodasaval a
miozinfejhez, az aktin-miozin kapcsolat oldodik, majd az ATP hidrolizal. Az ebbdl

szarmaz0 energia csak abban az esetben szabadul fel, mikor ca® jelenlétében az aktin-
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miozin komplex ujra kialakul. Ca®* nélkiil nincs Ssszehtizodas, ATP nélkiil nincs
relaxacié (Edes 2000, Opie 2004).

2.1.4. Ca®* szekvesztracié

A szivizom kontrakcioja akkor szlinik meg, mikor a Ca*" koncentréacio csdkken. Ebben
tobb folyamat is részt vesz. Az extracellularis térbol bekertild Ca®" eltavolitasaért a
sejtmembranban elhelyezkedd Na*-Ca®* kicseréld (NCX) felelés. Ez felel az Ca®* 7-8 %
eltavolitasaért (patkany és egér szivben). 3 Na™ beengedésével egyidében 1 Ca?* keriil
ki a sejbdl. A transzporter mechanizmus energiaigénye nagy, kozvetve 1 Ca*
eltavolitisa 1 ATP-be keril. Az NCX pumpa miikodését befolydsolja a
membranpotencial, valamint az intra és extracellularis Ca®" koncentracio. (Nicoll és

mtsai 1990)

Az Ca?; eltavolitas nagy részét a SR membranjaban 1évo Ca®* -ATPaz (SERCA) 2a
tipusa biztositja, amely 1 ATP éaran 2 Ca?* juttat az intracelluldris raktarba, ahol
kalszekvesztrinhez kotddik. Emiatt az SR-ban a koncentracid nem emelkedik meg
tulzottan, igy az ellentétes iranyl koncentracidégradiens nem neheziti az iontranszportot.
Ezek kovetkeztében nagy mennyiségii Ca?* tarolasa valik lehet6ve, kifejezetten a T-
tubulusok kozelében elhelyezkedd termindlis ciszterndkban. A SERCA2a legf6bb
szabalyz6 fehérjéje a foszfolamban (PLB), amely defoszforilalt allapotban kapcsolddik
a SERCAZ2a-hoz. A kapcsolodas eredményeképpen a SERCA2a Ca®* affinitisa
csokken. A PLB két aminosavjan foszforilalhat6. A Serl6-on a ciklikus AMP (CAMP)-
protein kinaz A (PKA), a Thrl7-en Ca’*-kalmodulin dependens kinaz (CAMK)
rendszer fejti ki hatdsat. Az egyes poziciok foszforilaltsdga esetén a PLB elvalik a
SERCAZ2a-14l, igy annak gatlo hatdsa megszlinik. (Jeffry és mtsai 1981, Eisner és mtsai
2012)

A legkisebb mértékben a szarkolemma Ca* pumpdja €s a mitokondrium Ca®*
uniportere jarul hozza az Ca’*; eltavolitisahoz. Ezek a lassu folyamatok a teljes
kapacitas 1-1%-at biztositjak (patkany és egér szivben). Patologids koriilmények kozott,
a magas Ca2+i koncentracié a mitokondrium tulzott Ca®* terheléséhez vezet, amely
apoptotikus folyamatokat eredményez citokrom c¢ és a kaszpazok felszabaditasaval
(Bers 2000).
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2.1.5. A Ca®" tranziens kialakitasiban résztvevé csatornak és pumpak

Fesziiltségfiiggo Ca** csatorndk

Ezeken a csatorndkon keresztiil bearamlo Ca®* valtja ki az intracellularis Ca*
koncentracié megemelkedését. Az elektrokémiai gradiens mentén bedramlé Ca*
okozza a ryanodin csatornakon keresztiili kalcium indukalt kalcium felszabadulast az
SR-bol. A depolarizacié soran megemelkedé membranpotencial nyitja a csatorndk ezen
tipusat. A nyitast eredményez6 membranpotencial alapjan megkiilonboztethetjiik
alacsony fesziiltség aktivalt T tipusu csatornakat, valamint magas potencial indukalt L,
N, P tipusu csatornakat (Mikala és mtsai 1996). A két utobbi nem talalhaté meg a
szivizomban, ezek foként a kozponti idegrendszerben fordulnak elé. Szivizomban a
Ca®" felszabadulasért az L tipusi csatorna felelés. A sziv munkaizomrostok T-
tubulusaiban ~ fordul eld nagyobb  koncentracioban.  Viszonylag  magas
membranpotencialnal aktivalodik (-40 mV), majd lasst inaktivaciot mutat (Nowycky és
mtsai 1985). Ezek mind fesziltségfiiggd, mind Ca®* dependens mechanizmusok
szabalyozzak. A molekula tobb alegységbdl all: al, maga a csatornat képez6 fehérje,
rajta keresztiil d&ramlik be a Ca®* és ide kotédnek a Ca?* antagonistak; erdsen glikolizalt
a2; a B a szabalyzasban vesz részt és hasonloan az al alegységhez, foszforilalhatja a
protein kinaz A és a protein kinaz C (PKC) , tovabba még megkiilonboztetiink vy, &
alegységeket. Az al alegység alakitja ki a porust, amely 6 transzmembran régiobdl all,

és a “gating” (kapuzas) mechanizmusért felelés (Hosey és mtsa 1996, Tianyan és mtsai
1997).

A csatornat kiilonb6z6 molekulak gétolhatjak, ezek kozé tartoznak a dihidropiridinek,
fenilalkilaminok, benzotiazepinek, difenilmetilpiperazinok. A dihidropiridinek (DHP)
affinitdsa és specificitdsa a legnagyobb a csatorndhoz, emiatt gyakran nevezik DHP
receptoroknak (DHPR) is. A csatorna mitkodését befolyasolhatja tovabba az alacsony
pH, valamint a PKA is (Hosey és mtsa 1996).

A B-adrenerg stimulaci6 hatasara a receptorhoz kapcsolt heterotrimer Gs protein
aktivalja az adenilat ciklazt, ami noveli a ciklikus AMP (CAMP) mennyiségét. A cAMP
fokozza a PKA aktivitasat, ami foszforilalja a csatorna egyes alegységeit, igy megnoveli

a mikodé DHPR mennyiséget €s a csatornak konduktanciajat. A koffein hatasa is ezen

11



DOI:10.14753/SE.2014.1900

a rendszeren keresztiil torténik, ugyanis gatolja a foszfodiészteraz enzimet, ami a cAMP

crer

A csatorna szabalyzasaban a cGMP rendszer is részt vesz, ami protein kinaz G-t (PKG)
aktival. Ez defoszforilalhatja a DHP receptorokat, valamint stimulalhatja cAMP
foszfodiészterazt, ami a cAMP szint csokkenéséhez vezet (Hosey és mtsa 1996, Treinys

¢és Jurevicius J. 2008).

A foszfolipaz C is modosithatja a csatorna miikodését. Aktivalddasa utan elhasitja a
foszfatidiliznozitol-4,5-bifoszfat (PIP,) molekulat, igy inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3) és
diacilglicerol (DAG) képzédik. Az IP;3 az intracellularis raktarakbol Ca®* -t szabadit fel,
mig a DAG protein kinaz C-t (PKC) aktivalja. Mindkét folyamat szerepe a Csatornak
szabalyozasaban nem egyértelmii. A foszfolipaz C és a foszfolipadz A hatédséra keletkez6
a metabolitok egyrészt csokkenthetik (arachidonsav), masrészt novelhetik (PGE;, PGF,)
az L és T tipust csatornak Ca®" ateresztd képességét. (Huang 1989, Huang és mtsali

1990).

Az acetilkolin, az adenozin ¢s hisztamin egymashoz hasonléan nem direkt mddon
gatoljak a csatorna miikodését, hanem csokkentik a B-adrenerg stimulacido serkentd
hatasat. G; protein aktivacigjan keresztiil csokkentik a Gs protein altal fokozott adenilat
ciklaz miikodést, igy a cAMP-t képzd hatasat. Az eldbbiekkel ellentétben a calcitonin
gene-related peptid (CGRP) serkenti a Ca** bearamlést, szintén a cAMP utvonal

segiségével (Hosey és mtsa 1996, Tianyan és mtsai 1997).

A T tipust csatorndk a sziv munkaizomzatdban csak kismértékben vannak jelen,
jelentdséglik csekély. A T-tipusi csatornak szerepe inkabb koéros allapotokban
(szivhipertrofia) n6 meg. El6fordulasuk alapjan, mivel a sinuatrialis csomoban szamuk
magas, a sziv pacemaker aktivitdsaban jatszhatnak szerepet. = Alacsony
membranpotencialndl mar aktivalodnak és gyorsan inaktivalddnak. Ca?* dependens
mechanizmusok nem befolyasoljdk a csatorna inaktivaciojat, valamint a pH csokkenésre
és a B-adrenerg stimulaciora sem reagal. Specifikus gatldja a Ni ion. A negativ
membranpotencialnal bekdvetkezd aktivaciojuk miatt feltételezheté hogy a pacemaker

sejtek korai depolarizaciojaban vesznek részt (Cribbs 2010, Hagiwara és mtsai 1988).
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Ryanodin receptorok

A kontrakcidhoz sziikséges Ca®* nagy része ezen a nagy konduktanciju, mérsékelten
szelektiv kationcsatornan keresztiil szabadul fel a SR-bol. Ez a csatorna bi- és
monovalens kationokra egyarant permeabilis. Haromféle izoformaja ismert, melybdl a
szivben a RyR2 taldlhato meg. Nevét onnan kapta, hogy a ryanodin nevii novényi
alkaloidat nagy affinitassal koti. Nagy affinitast négy alegységbdl all6 makromolekula,

2

melynek citoplazmaba benyuld része, a ,,lab” rész a szarkolemmaban elhelyezkedd
fesziiltségfliggd Ca?* csatornakkal létesit kapcsolatot. Ezt az is eldsegiti, hogy a
ryanodin receptorok nagy koncentracidoban a SR un. junkcionalis részén, a szarkolemma
betiiremkedéseihez, a T-tubulusokhoz kozel vannak. igy mind a DHP receptorok, mind
a ryanodin receptorok térben egymashoz kozel helyezkednek el, ami az Ca®%;
koncentracidemelkedés gyorsasagat és mértékét egyarant noveli. A ryanodin receptor a
SR lumindlis részén kapcsolatban van a kalszekvesztrinnel, ami nagy mennyiségben
képes tarolni Ca?*-t, ezéltal egyrészt megkdnnyiti az elektrokémia gradiens ellenében
torténd Ca?* szekvesztraciot, masrészt a térbeli kapcsoltsag miatt meggyorsitja a Ca®*

felszabadulast (Bers és Perez-Reyes 1999, Coronado és mtsai 1994, Franzini-Armstrong
¢s Protasi 1997).

A csatorna kétféle modon aktivalodhat: az akcids potencial soran 1étrejovo Ca?*
bedramléssal, valamint fesziiltségfliggd Uton. A szivben egy L tipusii csatorna tobb
ryanodin csatornahoz kapcsolodik, mig a vazizomban szorosabb kapcsolat jon létre egy-
egy csatorna kozott. Ha a Ca®*-ok akkumulalodnak a ryanodin receptor citoplazmatikus
oldalan, akkor aktivacié kovetkezik be, és a lumindlis oldalon a receptorral szoros
kapcsolatban 16v6 kalszekvesztrin molekuldkbél jelentds mennyiségii Ca?* szabadul fel
(Ca®* indukalt Ca?* felszabadulds, CICR). Ugyanakkor a Ca?* jelentés mértékii
felszaporodasa a citoplazmatikus térben gatolja a ryanodin receptoron keresztiil torténd
Ca®" felszabadulast (Bers és Perez-Reyes 1999, Coronado és mtsai 1994, Franzini-

Armstrong és Protasi 1997).

A ryanodin receptor ateresztoképességét befolydsoljak még egyéb tényezok is. Az
adenin nukleotidok: mM-os koncentracioban ndvelik a csatorna nyitott allapotanak
valoszintiségét. A Mg®" mM-os tartomanyban gatolja a csatornat, mig a koffein: mM-0s
mennyiségben fokozza a Ca*" felszabadulast. A koffein fokozhatja a csatorna Ca®"

affinitasat, igy ndveli a CICR mechanizmus hatékonysagat. A Ca**-kalmodulin fokozza
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a Ca*' ryanodin receptorra kifejtett hatasat (Bers és Perez-Reyes 1999, Coronado és

mtsai 1994, Franzini-Armstrong és Protasi 1997).

IP3 receptorok

kalcioszémakban helyezkedik el ez az inozitol-1,4,5-trifoszfatot koto, Ca**
felszabadulast lehetévé tévd csatorna. A Gq fehérjéhez kapcsolt, PLC-Gtvonalon
képz6dé masodlagos hirvivé molekula, az IP; aktivalja. Szerkezete nagyfoku
hasonlosdgot mutat a RyR2 szerkezetével, bar molekulatomege sokkal kisebb.
Konduktancidja kisebb, mint a ryanodin receptoré, ezért szerepe fizioldgias
koriilmények kozott elhanyagolhatd a szivizomban. Monovalens és bivalens ionok
egyarant transzportdlodhatnak rajta. Miikodését hasonld6 moédon szabélyozza a
citoplazmatikus Ca”* koncentracié, mint a ryanodin csatornat: magas koncentraciok
gatoljak, alacsonyak serkentik, ugyanakkor koffein gatolja a receptor aktivalodasat
(Bezprozvanny ¢s mtsai 1994, Marks 2000). Szivelégtelenségben szerepe megnd,
upreguldcioja miatt képes kisegiteni a downregulaldédott ryanodin csatornak Ca®"

felszabaditdsdban végzett csokkent tevékenységét (Go és mtsai 1995).

A szarkoplazmas retikulum Ca®* -ATPdza

Az intracellularis Ca®* ciklikus valtozasanak fenntartasaban kiemelkedd szerepet jatszik
a Ca®* szekvesztralasaért 92%-ban felelés, a szarkoplazmas retikulum membranjaban
elhelyezkedd transzmembran transzporter fehérje. Nagy affinitdssal koti a Ca?*-ot,
ugyanakkor kapacitdsa alacsony. A nagy affinitas lehetové teszi, hogy alacsony Ca®*
koncentracio esetén is miikodjon. A Ca®* eltavolitas az elektrokémiai gradiens ellenében
energiaigényes folyamat, emiatt a pumpa ATP-t hidrolizadl. Az ATP kotése utan Ca?*
kapcsolodik a fehérjéhez, ami lehetdvé teszi az ATP bontdsat, melynek termindlis
foszfatcsoportja Ca2+-ﬁjgg6 modon attevédik a pumpa harom funkcionalis doménje
koziil a fluoreszcein-izocianatot (FITC) kotd helyére, €s ennek kovetkeztében a fehérje
konformacié valtozast szenved. A folyamathoz sziikséges Mg2+ jelenléte is. A
konformaciovaltozas soran a Ca®* kotott rész a membran ellentétes oldalara
transzlokalodik. A Ca®* akkor valik le, mikor az ATP hidrolizacid soran képzodott
degradacios termékek disszocialnak és helylikre egy ujabb ATP kotédik. A folyamat

energiaigénye alacsonyabb, mint a késébb emlitendd Na'-Ca”* kicseréléé (NCX),
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ugyanis 2 ca® transzportalasat végzi egy ATP bontasaval (Andersen és Vilsen 1998,
Carafoli 2002).

A pumpa szabalyzasat szamos tényez$ végzi. Az egyik a Ca®*-kalmodulin rendszer,
amely direkt modon a pumpéahoz kapcsolddva, vagy indirekt modon az altala aktivalt
protein kinazon keresztiil foszforildlva a fehérjét fokozza a mikodését. Egyrészt
megndveli a pumpa Ca®* affinitasat, masrészt gyorsitja a defoszforilacios-foszforilacids
ciklus sebességét, igy fokozza a pumpa milkodését (Odermatt 1996). A pumpat
foszforilalhatja még a cAMP fiiggd kinaz, a PKA és a cGMP dependens kindz, a PKG.
Mindkét folyamat a foszforilacid révén fokozza a pumpa miikodését. A gatlo

folyamatok a Ca®*-kalmodulin antagonizmus révén fejtik ki hatasukat (Odermatt 1996).

A legnagyobb mértékben a foszfolamban nevii fehérje befolydsolja a pumpa mitkddését.
A foszfolamban a SR-ban taldlhatd integrans membranfehérje, amely defoszforilalt
allapotban gatolja a Ca?*-pumpa miikodését (Odermatt 1996). A gatlas alél haromféle

mechanizmus képes felszabaditani:

1. B-adrenerg stimuldcié, amely soran cAMP kozvetitésével a foszfolamban
foszforilalodik a Ser16 pozicidban.

2. Kalmodulin, mely az intracellularis Ca**-szint emelkedés hatasara kalmodulin-
dependens kindz kozvetitésével foszforilalja a foszfolambant a Thrl17 pozicidban.

crer

noveli a transzport sebességét.

Mindharom mechanizmus aktivalodik B-adrenerg stimulacio esetén, igy fokozva az SR
Ca®* felvételét, amely egyrészt el0segiti a gyorsabb relaxdciot, masrészt az SR Ca*
tartalmat novelve a megemeli a kovetkezd depolarizacid esetén kialakulod Ca?';

koncentraciot (Odermatt 1996).
Szarkolemmalis kalcium ATP-dz

A kontrakcidhoz sziikséges Ca®* nagy részben az intracellularis raktarakbol szarmazik,
ugyanakkor a CICR-t indukalé Ca®" a szarkolemman keresztiil 1¢p be a citoplazmaba. A
hossziitavi egyensily fenntartasahoz sziikséges a nettd belépé Ca®* mennyiséget nullan
tartani. Ezt két csatorna biztositja: az egyik, a Na*- Ca** kicseréls, amely a folyamat

nagy részét végzi, a masik a szarkolemmalis Ca*" ATP-az, amely nagy Ca®" affinitasa
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J ;o 7 r . r . + I4 ror .z
révén alacsony koncentracid esetén is képes fenntartani Ca®" eltavolitasat. A pumpa

felépitésében és miikodésében szamos hasonldosagot mutat a SERCA-val:

1. héarom funkcionalis doménnel rendelkezik
2. miikodése soran ugyanazon ciklusokon megy keresztiil, és

3. Ca”" affinitasat és transzportsebességét a kalmodulin serkenti.

Gatlo hatast fejt ki ra a vanadat és szamos hormon is (Andersen és Vilsen 1998, Carafoli
1991).

Na*-Ca®* kicseréld (NCX)

A depolarizacié soran az extracellularis térbdl bejutd Ca®*-t egy nagy kapacitast,
alacsony affinitdsi  karrier protein tavolitia el. A folyamathoz a Na'
koncentraciokiildnbsége biztositja a megfelel energiat. Egy Ca®* eltavolitasaért cserébe
hdrom Na® juttat az intracellularis térbe az elektrokémiai gradiensnek megfelelden.
Tehat a kicseréld a magas intracellularis Ca®" koncentracié esetén a Ca" eltavolitasat
végzi, ugyanakkor a depolarizdciét kovetden a membran kozelében kialakulo
ionkoncentraciok esetén retrograd modon is milkddhet, ezzel tamogatva a DHP
receptoron keresztiil torténd Ca®* bedramlast. A Na* gradiens fenntartdsaért a Na*-K*
pumpa felelds, igy kozvetve a Na*-Ca®* kicserélé 1 ATP-t hasznal fel 1 Ca®*
eltavolitisahoz. Mig a Ca?* ATP-4z egy ATP hidrolizalasaval 2 Ca?*-t tavolit el, addig a
NCX csak egyet, igy energetikailag gazdasagtalanabb. A magas intracellularis Ca®*
koncentracid6 és a negativ toltésti foszfolipidek jelenléte serkentd, mig a magas
intracelluldris Na" koncentracié és a pozitiv toltésti detergensek gatld hatast fejtenek ki

(Blaustein ¢s Lederer 1999).

Mitokondrialis csatornak

A mitokondrium is képes jelentés mennyiségii Ca**-t tarolni. Ennek nagy szerepe van
patofiziologids koriilmények kozott, amikor az extramitokondridlis Ca**-szint
pufferoldsaval mintegy i1d6t ad a sejtnek arra, hogy rendezze a tOlzott mértékii
ionbevitelt. Ugyanakkor az intramitokondrialis magas Ca®" szint apoptotikus
folyamatokat indithat be (Duchen 1999).

A mitokondrium kiils membranjan a Ca®" egy kationszelektiv csatornan keresztiil 1ép a

két membran kozotti térbe. A belsd membranon a mega-csatornan (multiple
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conductance channel, MCC), és foképp egy elektroforetikus uniporteren keresztiil jut be
a Ca”" a matrixba, melyet a membranpotencial hajt. A felvételt Mg®* fiziologias

koncentracioja gatolja, mig as-adrenerg stimulus serkenti (Duchen 1999).

A Ca**-t egy elektroneutralis Na*-Ca®* kicseréld tavolitja el a mitokondriumbdl, amihez
a Na'-H" kicserél6 biztosija a megfeleld iongradienst. A transzport tehat nagymértékben
figg a protongradienstdl ¢és a pH-tol. A transzporter mikodését a magas
extramitokondrialis Ca®* vagy Mg?* szint gatolja, B-adrenerg agonistak és glukagon
serkentik (Duchen 1999).

2.2. Kardiomiopatia

A kardiomiopatiak gyakran vezetnek kardiovaszkularis halalozashoz vagy fokozatos,

szivelégtelenségbe torkolld allapotromlashoz (Maron és mtsai 2006).

A kardiomiopatidk osztalyozasa nehéz, szamos korfolyamat tobb kategoridban is
szerepelhet, mivel a korfolyamat progresszidjaval a sziv szerkezeti és funkcionalis
valtozason mehet keresztiil. A diagnosztikai eszk6zok, a molekularis bioldgia, a
genetika fejlodésével egyre tobb folyamat hatterére deriil fény, emiatt a korabban
idiopatids csoportba sorolt kardiomiopatidk genetikai vagy metabolikus eredetét
ismerjilk meg. Ennek ismeretében modositotta az Eurdpai Kardioldgiai Tarsasag (The
European Society of Cardiology) a korabbi klasszifikaciot. A kisérleteinkben vizsgalt
szivelvaltozasok a kardiomiopatidk két csoportjaba tartoznak, a familiaris és a nem

familiaris alcsoportot reprezentaljak (Elliot és mtsai 2008).

Az American Heart Association altal megalkotott osztalyozds szerint a primer
kardiomiopatia azokra a betegségekre értendd, amiben a sziv egyediil vagy dominansan
vesz részt, mig szekunder kifejezés alatt olyan szivdiszfunkcot értiink, amely egy
szisztémds rendellenesség része (Maron és mtsai 2006). Ennek a klasszifikdcionak a
hatranya az, hogy a primer kardiomiopatidk gyakran jarnak egylitt extrakardialis
manifesztacidoval, valamint szamos, a szekunder kardiomiopatiak kézé sorolt elvaltozas

csak a szivben jelenik meg (Elliot és mtsai 2008).

Ezek alapjan a kardiomiopatiat ugy definialhatjuk, hogy azok a miokardialis eltérések

tartoznak ide, amelyben a szivizom strukturalisan és funkcionalisan rendellenes,

17



DOI:10.14753/SE.2014.1900

ugyanakkor nem tapasztalhato az ezt kivaltani képes koronaria betegség, hipertenzid,

billentyli betegség valamint velesziiletett szivbetegség (Elliot s mtsai 2008).
2.2.1. Neuroendokrin hatasok szivelégtelenségben

A kardiomiopatidk egyes eseteiben eldszOr a szivizomzat hipertrofizal, és ez a
strukturdlis és funkciondlis valtozds még képes a szivelégtelenségben lezajld
tartalék kapacitdsok, amik képesek fokozni a kontraktilitast, ezért klinikailag is
¢észlelhetd szivelégtelenség alakul ki. Ebben a stddiumban a szivkamrak kitdgulnak, ami
a patologias folyamatok circulus vitiousat inditja el. A nagyobb kamraatmérének
koszonhetden a sziv eléterhelése megnd, igy a Frank-Starling mechanizmus alapjan
még képes részben kompenzalni a szisztolés diszfunkciot. Mivel a pumpafunkcio
elégtelen marad, és igy a kozponti szervek perfuzids nyomadsa elégtelen, ezért az
utoterhelés irdnyabdl is kompenzacidés mechanizmusok indulnak el. Ennek érdekében
vazokonstrikcid jelentkezik a rezisztencia erekben, ami a vérnyomas emelkedéséhez
jarul hozza. Mind az el6- és utdterhelést fokozod, mind a kontraktilitast ndveld
folyamatok rovidtavon ugyan eldsegitik a szivdiszfunkcié kompenzalasat, de hosszl
tdvon hozzajarulnak a betegség progresszidjahoz. A nagyobb falfesziilés fokozza a
szivizom oxigénigényét, valamint autokrin, parakrin, és endokrin folyamatokat indit be.
Bizonyos fesziilésszenzitiv receptorokon keresztiil elinditja a remodeling folyamatat,

amely a kardiomiopatidk progresszidjanak kulcsmomentuma.
Szimpatikus stimuldcio

Régota ismert, hogy a szimpatikus idegrendszer aktivitdsa szivelégtelenségben
magasabb. A szivelégtelenségben szenvedé betegekben gyakran magas noradrenalin
szintet mértek és ennek a szintje korreldl a szivelégtelenség progressziojaval. A sziv
szisztolés diszfunkcidja miatt, kompenzéaciés mechanizmusként aktivalodik a
szimpatikus rendszer. Noveli a kontraktilitdst és az utoterhelést, aktivalja a renin-
angiotenzin-aldoszteron rendszert (RAAS), ami végsé soron elinditja a remodeling
folyamatat. A szimpatikus stimulacié miatt magasabb utoterhelés a nagyobb kamrai
atmérd mellett koros mértékii falfesziilést eredményez, amely az oxigénigény

novekedése miatt relativ oxigénhidnyhoz vezet.

A fokozott szimpatikus aktivitas a szivelégtelenség kezdeti stddiumaban elényos hatasi:

noveli a kontraktilitast és a szivfrekvenciat, és igy nagyobb perctérfogatot eredményez,
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a periférids ereket 0sszehuzva centralis redisztribuciot eredményez. A vese ereinek
konstrikcidja viz és so visszatartashoz vezet, ami noveli az intravaszkuldris folyadék
volument (Anand 1999, Jackson és mtsai 2000). Ugyanakkor a tartds szimpatikus
aktivacio a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszeren keresztiil fokozott so6 és folyadék
retenciot okoz, ami noveli a eld és utoterhelést. Ezek a folyamatok tovabb novelik a sziv
oxigén igényét, ami kimeriti a csokkent arteriovenozus oxigénrezerv kapacitasat. Ez, és
a perivaszkularis, valamint az intercellularis fibrozis okozta megndvekedett difftizio
tavolsag miatt csokken a szivizomsejtek oxigénellatottsdga, ami a kontraktilitas
csokkenéséhez vezet. A magas szimpatikus aktivitds megnoveli az aritmia készséget is,

ami noveli a hirtelen szivhalal esélyét (Anand 1999, Jackson és mtsai 2000).

A tartos szimpatikus aktivitds hatdssal van a sajat receptoraira is. A kiillonbozd tipust
adrenoreceptorok denzitasa valtozik a szivelégtelenség progressziojaval. A B, receptor a
hossztava ingerlés hatasara deszenzitizalodik és downregulalodik, igy tovabbi
szimpatikus aktivaci6 mar nem fejt ki hatast a szivre. A P, receptor viszonylagos
denzitasa fokozodik a P; receptorok szamanak csokkenésével. A [, receptorok
egészséges szivben kiegészitd szerepet toltenek be, hatdsuk nem kifejezett, ugyanakkor
szivelégtelenségben mikor szereplik megnd, a 1 receptortdl eltérden negativ inotrdp €s
antiapoptotikus valaszt eredményeznek, amit a heterotrimer G; proteinen keresztiili
cAMP csokkenés okoz. B; receptorok tulzott aktivacidja apoptdzishoz, nekrdzishoz és
Ca?* szabalyz6 enzimek downregulacidjdhoz vezet (Anand 1999, Bristow és mtsai
1989, Schrier és Abraham 1999,), ugyanakkor a p-adrenerg rendszer deszenzitizaciojat
okozd PARKI1 gatlaisa megelozi a szivelégtelenség kialakulasat a dilatativ

kardiomiopatia allatmodelljében (Esposito és mtsai 2000).

A fentiekbdl kovetkezik, hogy milyen eldnyds hatassal rendelkeznek a P receptor
blokkolok szivelégtelenségben. Klinikai vizsgalatok jelentds mortalitascsokkenésrol
szamolnak be alkalmazasuk soran. A [ receptor blokkolok antiaritmids hatasuak,
csokkentik az renin-angiotenzin rendszer aktivacidjat, igy csokkentik a remodelinget. A
szivfrekvencia csokkentésével alacsonyabb lesz a szivizomsejtek oxigénfogyasztasa, és
a falfesziilés csokkentésével az oxigénigény. A B receptorok gatlasaval az apoptotikus

folyamatok is csokkennek (Anand 1999, Schrier ¢s Abraham 1999).
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Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer aktivalodik szivelégtelenségben, de ennek
mértéke valtozik esetenként. Magasabb angiotenzin szintet a szivelégtelenség
elérehaladottabb stddiumdban lehet mérni. A renin a vese juxtaglomerularis sejtjeiben
termelddik. Ezek a sejtek P; receptorokkal rendelkeznek, és szimpatikus aktivacio
hatasara renint termelnek, amely felszabadulva a vérben keringé angiotenzinogént
elhasitja. Az angiotenzinogénbdl angiotenzin [ keletkezik, majd az érendotélben
elhelyezkedd (foként a tiid6 ereiben) angiotenzin konvertald enzim (ACE) hatasara
angiotenzin Il keletkezik (ATII). Az angiotenzin II kiilonb6z6 Gtvonalakon keresztiil
emeli a sziv eld- és utoterhelését. A rezisztencia erek Osszehuzasaval noveli a
vérnyomast, az utoterhelést. Indirekt modon is hozzajarul az eléterhelés ndvekedéséhez.
Fokozza a mellékvesekéreg aldoszterontermelését, ami viz és so retenciot eredményez.
Folyadékretenciot okoz a vazopresszin termelés stimulacidja is. Aktivalja az agy
szomjusagkozpontjat is, ami szintén eldsegiti az intravaszkuléris folyadék mennyiség
novekedését, ami noveli a sziv eldterhelését. Pozitiv visszacsatoldsként stimulalja a
szimpatikus idegrendszer miikodését, gy hogy gatolja a noradrenalin visszavételét az

idegvégzodéseknél (Dzau 1993, Unger és Li 2004).

Ezek a hatdsok kezdeti stadiumban jotékony hatasuak, segitenek fenntartani az
¢letfontossagu szervekben a perfiizidos nyomast, a glomerularis filtraciot, az eléterhelés
novelésével a perctérfogatot. Ugyanakkor ezek a hatasok hosszabb tavon karosak,
ugyanis az el6- és utdterheléssel novelik a sziv oxigénigényét, ami relativ oxigénhianyt
eredményez. A szivizomban RAAS altal indukalt remodeling sordn maladapiv
mechanizmusok aktivalodnak. Az igy indukalodott folyamatok probaljak csokkenteni a
falfesziilést az izomsejtek hipertrofidjaval. Apoptotikus programok is aktivalddnak
angiotenzin II hatasara (TNFa kozvetitésével), majd az oxigénhidny okozta nekrdzis és
az apoptdzis soran elhalt sejtek helyén, valamint az intercellularis térben kotdszovet
képzodik. Ezek a folyamatok a kamradilatacio fokozodasahoz és a kontrakcios erd
csokkenéséhez vezetnek. A falfesziilés novekedése indukalja a pitvari natriuretikus
peptid (atrial natriuretic peptid, ANP), és az agyi eredeti natriuretikus peptid (brain
funkcionalis antagonistaként vasodilataciot, és natri- és diurézist okoz (Anand

1999, Schrier és Abraham 1999).
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A szisztémas RAAS-en kiviil 1étezik egy hasonldan nagy jelentdségli autokrin és
parakrin hatasmechanizmust rendszer, a szoveti renin-angiotenzin rendszer. A szoveti
rendszer kimutathaté szdmos szerv sejtjeiben (agy, endotél, szivizom ¢és kardilis
fibroblasztok). Az ATIl képz6dése mas utvonalat is igénybe vehet a klasszikus
angiotenzin konvertald enzimen kiviil. Napjainkban egyre inkabb el6térbe keriil az
intracellularis intracardialis renin-angiotenzin rendszer (RAS), de ennek részletei még
tovabbi kutatasokat igényelnek. Aktivitasuk reaktiv oxigén gyokok és NO termelés¢hez
is egyarant hozzajarul (Kumar és mtsai 2012). A renin forrasa lehet szisztémas és
lokalis. Angiotenzin I — Angiotenzin II atalakuldst helyileg termel6d6 ACE biztositja,
valamint létezik egy ACE gatlok altal nem befolyasolhaté kimaz medialt utvonal is.
Fesziilés hatdsara indukalddik a szoveti RAS rendszer. Hatasara a szivizom atépiil,
hipertr6fiat és sejproliferaciot okoz. Fokozza a sziv kontraktilitasat (Paul 2006). A
szOvet renin-angiotenzin rendszer, hasonldéan a szisztémas rendszerhez kardialis
szovetatépiilést okoz, ami a kardiomiopatia progresszidjahoz és végeredményként

szivelégtelenséghez vezet.

Angiotenzin receptorok

Az angiotenzin II hatasat az agiotenzin receptorokon (AT) keresztiil fejti ki. Két altipusa
van: az ATI1, ami féként az érrendszerben fordul eld, és az AT2, amely a
miokardiumban talalhaté (Anand 1999, Schrier és Abraham 1999).

Aldoszteron

A mellékvesében képz6do aldoszteron termelést indukalja a renin-angiotenzin rendszer.
Az aldoszteron a vese disztalis kanyarulatos csatornajaban és a gyiijtécsatornaban so és
viz reabszorpciot eredményez. Ennek hatasa egészséges alanyokban iddleges,
ugyanakkor szivelégtelenségben a s6 €s vizretencié tartdsabb, mivel ebben az esetben
nem indul be a kompenzaciés mechanizmus. Normal egyedekben a renin-angiotenzin
altal indukalt aldoszteron termelés fokozza a s6 és vizretenciot, ennek
kovetkezményeként a vese gyiijtécsatornaiba tobb Na® keriil. A tobb kiiiriild Na*
egyensulyi helyzetet eredményez, ¢és igy megallitja az antidiuretikust hatast.
Ugyanakkor szivelégtelenségben a fokozott szimpatikus aktivacionak és a magasabb
angiotenzin Il koncentraciénak koszonhetden a proximalis tubulusok Na®

reabszorbcidja megnd, igy a gyiijtdcsatorndba mar kevesebb Na® keriil. Ennek
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kovetkeztében szivelégtelenségben fennmarad a Na' retencid, ami az extracelluléris

folyadék mennyiségét megnoveli (Schrier és Abraham 1999).

Natriuretikus peptidek

A sziv képes natriuretikus ¢és diuretikus sajatossagokkal rendelkezd peptidek
fokozddasa, B-adrenerg, ATII és endotelin (ET) stimulacié is. A szivben a BNP a
kamrakban szekretalodik a toltdnyomas valtozas hatdsara. A harmadik tipus a C tipust
natriuretikus peptid (C-type natriuretic peptid, CNP), amely f6ként az érrendszerben és
a kozponti idegrendszerben jatszik szerepet (Boomsma ¢és van den Meiracker 2001,
Jackson és mtsai 2000, Schrier és Abraham 1999). Az ANP pitvari termelddése
szivelégtelenségben fokozodik, és elindul a kamrai szekrécidja is. A BNP szekrécioja is
n6 és koncentracioja a plazmaban korrelal a szivelégtelenség progresszidjaval. Az ANP
¢s a BNP natriuretikus ¢€s diuretikus hatasat szdmos mechanizmuson keresztiil fejti ki.
Indirekt modon renin és aldoszteron antagonizmussal fejti ki ezt a hatast. Direkt
mechanizmussal noveli a glomerularis filtraciot az efferens arteriola konstrikcidjaval és
kanyarulatos és a gyiijtd csatorndban, ami szintén a diurézis ndvekedéséhez vezet
(Boomsma és van den Meiracker 2001, Schrier és Abraham 1999). A natriuretikus
peptideknek nem csak diuretikus hatdsuk van, rendelkeznek vazodilatacids
tulajdonsagokkal, gatoljak a noradrenalin felszabadulést, valamint eldsegitik a folyadek
atrendezddést az intravaszkularis térbdl az intersticium felé. Ezek a hatdsok egyarant
csokkentik az el6- és utoterhelést. A natriuretikus peptidek az angiotenzin II hatasat
antagonizalva csokkentik a miokardiumban a mitogén aktivitast, redukaljak a
fibroblaszt szamot, igy gatoljak az atépiilést, csokkentik a szivelégtelenség
progressziojat (Boomsma ¢és van den Meiracker 2001, Ferrara és mtsai 2002, Schrier és

Abraham 1999).
Arginin-Vazopresszin

Szivelégtelenségben alapvetéen karos hatasokkal bir, melyek ugyan eredetileg
kompenzécios jelleggel jelennek meg. Vizretenciot (V2 receptor, gyiijtdcsatorna) és
vazokonstrikcidt (V1 receptor, érsimaizom) okoz, de emellett mitogén aktivitassal is bir,
ezaltal a korabban emlitett RAAS hatasat erdsiti (Anand 1999, Schrier és Abraham
1999). A vazopresszin koncentracidja a szivelégtelenség korai stddiumaban nem

minden esetben emelkedett. A vazopresszin szekrécidja az ozmoreceptorok aktivitasatol
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fiigg, amely szivelégtelenségben, az aktivalodd egyéb vizretencidt okozd faktorok, és az
igy kialakulé hipo-ozmolaritds miatt alacsony szinten van. Ugyanakkor a hormon
kivalasztodasat mas tényezok is befolyasoljak. Ilyenek a mechanoreceptorokbol érkezd
ingeriilet, valamint az angiotenzin II serkent6 ¢és az ANP gatld hatdsa. A szekréciot
noveld impulzusok talsulya esetén, még hipo-ozmolalitas fennallasakor is a
vazopresszin szintje megnd a szivelégtelenség elérehaladott szakaszaban (Anand 1999,

Schrier és Abraham 1999).
Endotelin

Az endotelin a renalis és szisztémas erek endotéljében termelddik, vazokonstriktor
hatast ¢és mitogén aktivitassal is bir. A keringd endotelin koncentracioja a
szivelégtelenség progresszidjaval aranyosan emelkedik (Pacher és mtsai 1996). Az
angiotenzin 11, a noradrenalin, az arginin-vazopresszin és az egyes citokinek fokozzak
az endotelin szekréciot (Braunwald 2011). Az endotelin autokrin és parakrin moédon hat
a szivizom és a vese ereire. A szisztémas vazokonstrikcio emeli az utdterhelést, a renalis
érosszehuzodas vizretencidhoz vezet, ami noveli az eldterhelést. A szivben termel6do
endotelin autokrin és parakrin titvonalon fokozza a szivizomban lezajloé remodelinget és
az ET; receptoron keresztiil apoptodzishoz, szivizomhipertréfidhoz vezet, ami tovabb

stlyosbitja a szivelégtelenséget (Anand 1999, Boomsma és van den Meiracker 2001).

Prosztaglandinok

A prosztaglandinok szisztémas hatasa elhanyagolhato, foként parakrin és autokrin
modon befolydsoljdk az érintett sejteket. Szivelégtelenségben jelentdségiik a vese
afferens arteriolaiban  van, ahol szimpatikus idegrendszeri aktivitds, ¢és
kovetkezményesen aktivalodd RAAS hatédsira termelddnek és tagitjak azokat. Ennek
kovetkeztében nd a glomerulus filtracio. A vese disztalis tubulusaiban gatoljak a Na®
transzportot, igy elésegitik a Na* kivalasztast. Osszegezve, a prosztaglandinok segitik
megdrizni a glomerularis filtraciot a szivelégtelenség eldrehaladott stadiumaiban is

(Anand 1999, Schrier és Abraham 1999).

Citokinek

A citokinek a szervezet szamos sejtjében termelddnek, immun és gyulladasos
folyamatok medidlasaban vesznek részt. Egyes citokinek (TNFa, IL-1, IL-6)
ugyanakkor szerepet jatszanak a szivelégtelenség kialakulasaban (Sharma és mtsai

2000). Magasabb koncentraciojukat dekompenzalt stddiumban figyelték meg. Részt
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vesznek a remodeling folyamatdban, indukaljak a hipertrofiat, az apoptozist, az
extracellularis matrix megvaltozasat. (Gullestad és mtsai 2012). A miocitak és foként a
miokardiumban elhelyezkedé fibroblasztok 4ltal termelt TGF-f szintézise
kardiomiopatiaban megnd. Termelését fokozzadk a mechanikai ingerek és az ATII. A
TGF-pB kulcsfontossagu a sejt novekedésben és differencidlodasban, valamint a szoveti
atépiilésben. Fokozza a szivizom kdotdszovetes atépiilését, a fibroblasztok szamat és
azok kollagén termelését. A szivelégtelenségben lezajlé kompenzéacios mechanizmusok
koziil a fotalis génvaltast is timogatjak. Ennek soran a kontraktilis és szabalyzé fehérjék
embrionalis izotipusa jelenik meg, ezzel segitve a romld szivfunkciot (Dobaczewski és

mtsai 2010, Lim és Zhu 2006, Teekakirikul és mtsai 2010).
IGF-1

Az eliils6 hipofizis lebeny altal termelt novekedési hormon az IGF-1-en (insulin-like
growth hormon-1) keresziil fejti ki hatasat, ugyanakkor a szivizomsejtek is képesek
IGF-1-et termelni, tehat autokrin és parakrin mechanizmussal is képes befolyasoni a
szivizomsejt metabolizmusat. Egyes kutatdsok alapjan feltételezhetd, hogy
szivelégtelenségben kardioprotektiv hatdsu. Mérések szerint a frakciondlis rovidiiléssel
parhuzamosan csokken lokalis koncentracidja (Al-Obaidi és mtsai 2001). IGF-1
szabalyozza a miocitak novekedését, protein szintézisét, €s a génexpressziot. Eldsegiti a
hipertrofia kifejlodését, noveli a troponin |, a miozin konnyti lanc 2, és az o aktin
termelését (Castellano és mtsai 2009). Az elényds hatasai mellett noveli a fibroblaszt
kollagén termelését, igy noveli a sziv kotdszdvetes atépiilését. Az apoptozist ellenben
csOkkenti. Noveli a szivizom kontraktilitdsat szamos mechanizmussal: noveli a
miofilamentumok Ca®* szenzitivitasat, novelik a DHP receptorok aktivitasat és
névelik, amely a magasabb Ca®* csticskoncentraciot eredményeznek (Calao és mtsai

2001, Lombardi és mtasai 2000, Ren ¢és mtsai 1999).

2.2.2. Molekularis valtozasok kardiomiopatiaban

Kalcium-ion homeosztazis eltérések kardiomiopatiaban

Az ide vonatkoz6 human adatok csak korlatozottan allnak rendelkezésre, aminek az oka
a nehéz hozzaférhetdség. Transzplantidcid soran eltdvolitott human szivekbdl izolalt

sejteken végzett vizsgalatok szolgaltatnak adatokat az esetleges molekularis
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elvaltozasokrol. Az eltavolitott szivek a szivelégtelenség végstadiumaban vannak, ezért
csak kovetkeztetni tudunk az azt megel6z6 folyamatokat illetden. Human adatok azt
mutatjak, hogy a Ca?* tranziens csucskoncentricidja csokken és a szekvesztracio
folyamata lelassul, amely a SERCA2a ¢és az azt szabalyzo PLB érintettségére utal
(Meyer 1995). A szivelégtelenség allatmodelljeit sokkal részletesebben tudjuk vizsgalni.
Nem csak kiillonboz6 kisérleti protokollokat haszndlhatunk, de tobb kisérletes
kortilményt is vizsgalhatunk: izoldlt sziv, sejt, in vivo. Ilyen kisérletek kimutattdk a
SERCAZ2a/PLB arany csokkenését (Koss €s mtsai 1997). A SERCA2a aktivitasat a PLB
foszforilaltsdga is befolydsolja. Humdn ¢és allatkisérletes adatok az mutatjdk, hogy
mértéke csokken a szivelégtelenség progresszidjaval (Schmidt 1999, Schwinger 1999).
A SERCA?2a szekvesztracios sebessége és Ca®* affinitasa csokken szivelégtelenségben,
amit a PLB mennyiségi ¢és foszforilaltsagi valtozasa probal kompenzalni. MLP-KO
egereken végzett kisérletek azt mutatjak, hogy a PLB hianya esetén a SERCA2a funkcid
visszatér a kiindulasi szint kozelébe (Minamisawa és mtsai 1999, Rockman és mtsai
1998). A PLB foszforilalodhat mind a PKA, mind a Ca?*-kalmodulin kinaz ltal, tehat a
szimpatikus aktivacié és a Ca?* koncentracio emelkedése elésegiti a SERCA2a
kapacitasanak novekedését. A SERCA2a defektusa miatt csokken a Ca?*
szekvesztracido, ami a Ca2+i koncentracid novekedéséhez vezet. Ennek kovetkeztében az
NCX expresszidja né, amely igy lehetévé teszi a szarkolemmalis Ca?* korforgas
fokozodasat és a SERCA?2a funkciocsokkenésének kompenzalasat (Isenberg 2001).

A szivelégtelenségben fellépd szisztolés diszfunkcid aktivalja a szimpatikus rendszert,
amely probalja fenntartani a megfeleld perfuzidos nyomast. Pozitiv kronotrop és
dromotrop hatast fejt ki a sziv ingerképzdsejtjeire, és inotrép hatast a sziv
munkizomsejtjeire. Noveli a szivfrekciat, ugyanakkor fokozza az aritmia hajlamot is. A
periférids rezisztencia novelésével és kontraktilitds novekedésével fokozza az
utoterhelést és igy a falfesziilést. Ez fokozott oxigénfelhasznalashoz, relativ
oxigénhidnyhoz vezet. Tehat a szimpatikus aktivacid kezdeti jotékony hatasa
késdbbiekben a szivelégtelenség progresszidjat idézi eld. A szivizomsejtek oly mdodon
védekeznek ez ellen, hogy érzéketlenné valnak a noradrenalin hatasara. A  adrenerg
receptor aktivacidjat gatolja a receptor intracellularisan termel6do B adrenerg receptor
kindz 1 (BARK1) és PKA altali foszforilacidja. Az elébbi inkabb a [, receptor
gatlasdban, az utobbi a B; receptor foszforilaciojaban jatszik szerepet. A B receptorok
foszfoszforilaciojuk soran levalnak a Gs; proteinr6l, amihez ezutan a [-arresztin

kapcsolodik. A By receptor Gs a B, receptor Gs és Gj proteinekhez is kapcsolodhat, emiatt
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az utdbbi hatdsa kettds lehet. A Gs noveli, a Gj gatolja a PKA aktivaciojat a cAMP
szintézis szabalyzasan keresztiil. A magasabb BARK1 aktivitas eldsegiti a B, receptorok
Gi proteinekhez torténd kapcsolodasat, és a fokozott PKA miikodés csokkenti az aktiv
1 receptorok szamat, emiatt szivelégtelenségben el6térbe keriil a G; kapcsolt B2
funkcié. A B; adrenerg rendszer kiesésével az ay receptorok szerepe megnd, melyek a
Gqfehérje medialt modon a ryanodin receptorokkal rokon IPs receptorokon keresztiil
szabalyozza a Ca®* koncentraciot, valamint PKC aktivacion keresztiil szivizomsejt
hipertrofiahoz, fotalis génvaltashoz vezet (Hwang és mtsai 1996, Martin és mtsai 2003,

Perez és Doze 2011).

A szivizomsejtekre szamos ndvekedési hormon hat, melyek egyik mediatora az IGF-1.
Az IGF-1-et a kardiomiocitak is termelik, igy hatasat autokrin és parakrin
mechanizmussal is Kifejti. A novekedéséi hormonok hatasara, valamint a heptahelikalis
receptorokon (ET-1, AT II, al), és a sejtmembran fesziilésérzékeld receptorain keresziil
protoonkogének (c-fos, c-jun, c-myc) aktivalodnak. Az ET-1, az ATII és az al-adrenerg
aktivacié heterotrimer Gq proteinen keresztiil PLC kozvetitésével PKC aktivaciot okoz,
ami a MAP-kinazokat indukal. A fesziilésérzékeld receptorok mechanikai inger hatasara
Ca’*-okat engednek az intracellulris térbe, amelyek kalcineurinnal komplexet képezve
nukleéris faktor kB aktivaciot eredményeznek. Mindkét folyamat hatdsara aktivalodnak
a szivizomhipertrofidt okozo gének, masrészt olyan gének, melyek az embrionalis
fenotipusba vald visszatérést okozzak. Ennek részeként izoenzim valtasok jonnek létre.
A gyors tipust miozin nehéz lanc (Vi) helyét mindinkébb a lassu (V3) veszi at. A Vi
tipus két a lancbdl all, mig a V3 két B lancbol. Az utobbi lassabban bontja az ATP-t,
emiatt csokkenti az ATP felhasznalast, ennek kovetkezményeként a kontrakciod is
lassabb lesz, amely hozzéjarul a szivelégtelenség mechanikai eltéréseihez (Schwartz és
mtsai 1981). Ez a folyamat inkabb csak ragcsalokban jelentds, mivel emberben a lassu
tipus a dominans (90%) az egészséges szivben. Az embrionalis fenotipus megjelenése
soran fokozodik az ANP és az BNP termelése, amely az erdsebb falfesziilés miatt
termelddik és diurézis és vazodilatacio eldidézésével csokkenti az elGterhelést és az

utoterhelést (Glennon és mtsai 1995, Opie 2004).

A remodeling egyik fontos folyamata a szivizom kotdszovetes atépiilése, amely sordn
szisztémas ¢és lokalis mechanizmusok novelik a fibrocitdk szamat és kollagén
termelésiiket. Kiemelekedd szerepe van benne a parakrin és autokrin modon termel6do

faktoroknak (ATII, IGF-1 ¢és az endotelin). A fibroblasztok és egyes tanulmanyok
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szerint a kardiomiocitak (Schram és mtsai 2010) l-es és Ill-as tipust kollagént
termelnek mar a szivelégtelenség korai fazisaban. A kollagénrostok novelik az
intersticialis kotdészovet mennyiségét, atveszik a nekrotizalt vagy apoptotizalt sejtek
helyét. A kollagénrostok felszaporodasaval a szivizom mervebbé valik, ez diasztolés és
szisztolés diszfunkcidt eredményez. A kollagénben gazdag teriileten a inkompletté
valnak a sejt-sejt kapcsolatok, ami az excitacio-kontrakcio sériiléséhez, csokkent

kontraktilitdshoz vezet.

Subsztrat metabolizmus megvaltozdsa

Egészséges szivben és a szivelégtelenség korai stddiumaban az ATP termeléshez
szlikséges energiat nagy részben a szabad zsirsavak (FFA) metabolizmusa biztositja. Ez
a folyamat sokkal tobb ATP termel, mint a gliikdz bontdsa, ugyanakkor az oxigén
igénye is nagyobb. A kardiomiopatia progresszidjaval né a falfesziilés, aminek
1étrehozasahoz tobb oxigén fogyasztas is tarsul. A oxigén igény ndvekedését nem koveti
megfeleld angiogenezis, emiatt relativ oxigénhiany jon létre. Ez az enyhe hipoxia a
gliikozfelhasznalast elényben részesitd géneket indukalja (Huang és mtsai 2004).
Szivelégtelenségben a FFA metabolizmus csokken (Sack ¢és mtsai 1996), emiatt a
glikolizis aranya fokozodik, amely csokkenti az oxigénfogyasztast, de kevésbé hatékony

ATP produkciot eredményez (Harvey és Leinwand 2011).

2.2.3. Kezelési lehetoségek szivelégtelenségben

Jelenleg a gyogyszeres terdpia képezi a fO kezelési stratégiat. A kovetkezd

gyogyszertipusok vannak hasznalatban:

Diuretikumok: diuretikus €s natriuretikus hatasuk van, a keringé folyadékmennyiség
csokkentésével alacsonyabb lesz a sziv eldterhelése. Vazodilaticidés hatassal is
rendelkeznek, ami a rezisztencia erek szintjén csokkentik az ellenallast, igy csokken az
utoterhelés is. A szivelégtelenségben aktivaloddo RAAS-rel antagonisztikus hatasuak a

diuretikumok, és mivel a kivalto tényezot novelik, a RAAS aktivitasat fokozzak.

Angiotenzin-konvertalé6 enzim gatlok (ACE gatlok): A vesében termel6d6 renin
elhasitja angiotenzinogént, ezaltal angiotenzin I-et képez. Az ACE enzim altal
angiotenzin I-bél angiotenzin II keletkezik. Az ACE gatlasaval csokken az angiotenzin

II mennyisége. Elénye, hogy csokkenti RAAS karos hatasait: a folyadék és soretenciot,
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igy az el6terhelést, a vazokonstrikciot, ezaltal az utdterhelést, és a remodelinget is. A
kotdszovetes  atépiilés gatlasdval csokkentik a progressziot, igy ndvelik a
szivelégtelenségben szenvedd betegek tulélését.  Hatranyuk, hogy csokkentik a
A panaszok miatt gyogyszervaltas valhat sziikségessé, ekkor angiotenzin receptor

antagonistak lehet alkalmazni.

B receptor gatlok: a tartds szimpatikus aktivacid miatt deszenzitizaloédnak a szivizom [3
adrenerg receptorai. A P receptorok gatlasa megallitja és részben visszaforditja ezt a
folyamatot, igy a deszenzitizacié miatt kialakulé karos folyamatok hatésa is csokken. A
szimpatikus aktivaciot csokkentik, ami a RAAS-en keresztiil kialakuld kedvezdtelen
hatasokat is redukalja. Bizonyos szelektiv B blokkoldk javitjdk az inotropiat, és

csokkentik a kardiovaszkularis mortalitast.

Pozitiv inotrép szerek: ide tartozik a gyakran hasznalt digitalisz. A digitalisz
alkalmazdsa visszaszoruloban van, ugyanakkor fontos képviseldje a pozitiv inotrdp
szereknek. A digitalis gitolja a Na'/K" pumpat, ami az intracellularis Na* koncentracio
felhalmozodasahoz vezet. Mivel a Ca?" eltavolitas egy része a Na*/Ca® kicserélén
keresztiil zajlik, amit a Na® elektrokémiai gradiense hajt, ezért a magasabb
intracellularis Na* koncentracio a kicseréld milkodését lassitja ezaltal megemelve az
intracellularis Ca®* koncentraciot. Ez vezet a kontraktilitds fokozodasahoz. Emellett
csokkenti a fokozott szimpatikus tonust, noveli a paraszimpatikus aktivitast, mérsékli a
RAS aktivitasat, javitja a baroreceptor funkciot, €s natriuretikus hatésa is van. Digitalisz
az 0sszmortalitdst nem valtoztatja meg, de a szisztolés diszfunkci6 miatti hospitalizaciot

csokkenti (Edes Istvan 2000).

Spironolacton: K* spérold diuretikumok kozé tartozik. Az aldoszteron kompetitiv
antagonistaja, tehat csokkenti a renin-angiotenzin rendszer miatt talaktivalodott
aldoszteron hatasat. Diuretikus hatasa révén csokkenti az eldterhelést, valamint a

kardialis fibrozist.
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Nem gyogyszeres terapiak:

Beiiltetett defibrillator (Implantable cardioverter-defibrillators (ICDs)): a bér ala
betiltetett defibrillaror, melybdl egy vezeték indul a véndkon keresziil a szivbe.

Veszélyes aritmia, vagy szivmegallas kozben avatkozik be.

Biventrikularis pacing: Biventrikuldris pacemaker irdnyitja mindkét kamra
Osszehuzodasat. Szivelégtelenségben, a kitagult, fibrotikus szovettel rendszerteleniil
atszOtt izomszovetben gyakran nem teljesen megfelelé a depolarizécid terjedése, a
kamrak Osszehtizodasanak idézitése. Ezt segiti a biventrikularis pacemaker, amely a

pontosan koordinalja a kontrakcidkat, ezaltal javul a pumpafunkcié hatékonysaga.

Intraaortikus pumpa ¢€s szivpumpak (left ventricular assist devices, or LVADs): ha a
nagymértékben gyenge sziv mar nem képes elégséges mértékben tovabbitani a vért,
akkor kiegészitd eszkozokre van sziikség. Ezek mechanikusan segitik a szivet pumpélni,

és a betegett életben tartani.

Szivtranszplantacid: 1967-ben végezték el az elsd szivtranszplantaciot, azota rutin
beavatkozassa valt. Limitalo tényez6 a megfeleld donor szivek hianya. A betegek

gyakran éveket varnak a megfelel donor szivre.

Ossejt beiiltetés: még kisérleti stadiumban van, ugyanakkor elképzelhets, hogy a

jovOben kiterjedt hasznalatara keriil sor. (Jessup 2009, Opie 2004)

2.3. Primer dilatativ kardiomiopatia

A dilatativ kardiomiopatia (DCM) a sziv elsddleges megbetegedése, ami a bal kamrai
tagulattal és a bal kamrai szisztolés diszfunkcioval jellemezhetd, mikdzben az eld- és
utoterhelés valtozasat eldidézo tényezok (hipertenzio, billentyii eltérés), valamint stlyos
korondria betegség hianyoznak. A DCM 25%-a o0Oroklott elvaltozas, altalaban
autoszomalis dominans jellegii. Ide tartoznak azok betegségek, amelyek olyan 6roklodo
géndefektusokkal rendelkeznek, melyek érintik a Z-lemez fehérjéit (MLP, TCAP), a

citoszkeleton proteinjeit (disztrofin, dezmin, metavinculin), a mitokondriumot ¢és
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sejtmag membran alkot6it (lamin A/C, Emerin). X kromoszomahoz kotott oroklést

mutatnak az izomdisztrofiak (Becker, Duchenne).

Kivalthatja szerzett modon metabolikus eltérés, miokarditisz, Kawasaki betegség,
Churg-Strauss szindroma, citotoxikus gyogyszerek, endokrin eltérések, taplalkozasi
hianybetegségek (thiamine), etanol és terhesség (Elliot és mtsai 2008). A dilatativ
kardiomiopatia allapotat kitdgult bal kamra és szisztolés elégtelenség jellemzi. Klinikai
kritériumok szerint az ejekcios frakcid kisebb, mint 45% ¢€s a végdiasztolés bal kamrai
térfogat 112%-kal nagyobb, mint az elvarhato. Ebben az allapotban a Laplace térvény
alapjan a falfesziilés megnd, amit a kovetkezd képlet alapjan szamithatunk: a falfesziilés
o = PR/(2T), ahol a P a bal kamrai nyomas, R a kamra belsé sugara, és a T a
falvastagsdg. A szivizom citoarchitekturdjdban kialakuld elvaltozasok csokkentik a

kontraktilitast, ami egy laposabb P-V (nyomas-térfogat) gorbét eredményez.

2.3.1. MLP elhelyezkedése és funkcidja

A muscle LIM protein (MLP) egy, LIM motivumot tartalmazé fehérje. A LIM
fehérjékre jellemzd, hogy tartalmaz legalabb egy dupla cink ujjas részt, amely az RNS
¢s a DNS specifikus részeihez kapcsolédva befolyasolja a sejt differencialdodasat,
valamint szerepet jatszik a fehérje-fehérje kapcsolatokban (Arber és mtsai 1994,

Feuerstein és mtsai 1994, Louis és mtsai 1997).

Az MLP a LIM fehérjék harom altipusa koziil LIM-only protein csoportba tartozik,
azon belill a cisztein-gazdag fehérjecsalddba. Részt vesz a miogenezisben, valamint
biztositja az izomrostok dsszehtizodasanak atvitelét a sejtmembranra, a szarkomereknek
a szarkolemmahoz térténé lehorgonyzasaval. A MLP titin-MLP-telethonin komplexként
helyezkedik el a Z-csikban, Ggy hogy a cink-ujjas rész az aktinhoz kapcsolodik,
valamint megtalalhaté a nukleuszban, a citoplazmaban és az interkalaris diszkben is.
(Arber és mtsai 1997, Buyandelger és mtsai 2011) (2. Abra). Ugyanakkor a humén
kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a szivelégtelenség manifeszt stddiumaban a
MLP-¢ek a sejt periféridjara koncentralodnak, és harantcsikolt mintazatot mutatnak, de a

sejtmagban nem mutathatok ki (Zolk és mtsai 2000).
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Interkalaris
diszk

Z-lemez

2. Abra Az MLP a szarkomér Z-csikjiban helyezkedik el titin-telethonin-MLP
komplexként ¢és Osszekapcsolja a citoszkeletont a kontraktilis apparatussal.

Megtalalhat6 az interkalarisdiszkben és nukleuszban is.

A MLP a Z-lemezben elhelyezkedve hiszton deacetilazzal (HDAC4) és acetilazzal
(PCAF) torténd interakcidja soran modosithatia a kontraktilis apparatus Ca?
érzékenységét (Gupta és mtsai 2008). Azt, hogy ez a LIM protein részt vesz a
mechanikai fesziilés érzékelésében, az is bizonyitja, hogy MLP-KO egérszivbdl izolalt
sejtek mechanikai stimulaciéra nem reagalnak ANP termeléssel, ami a sejtfesziilés
fontos jelz6éje, mikdzben endothelin 1 vagy fenilefrin hatasara ANP szabadult fel. Ennek
alapjan feltételezhetd, hogy a MLP része egy kardidlis mechanikai fesziilésszenzornak
(Knoll és mtsai 2002, Raskin és mtsai 2009), és az elébb leirt folyamat nem
génindukcios szinten kialakul6 eltérés kovetkezménye. A szenzorfunkcion kiviil részt
vesz a szarkomerek mechanikai rogzitésében, ezzel segiti a mechanikai erdatvitelt a
szarkolemmara (Arber mtsai 1997). A citoszkeletonnal torténé kapcsolodas soran a
MLP aminotermindlis LIM1 doménje a 1 spektrinhez csatlakozik, mig a

karboxiterminalis LIM2 doménje az a aktinhoz (Flick és Konieczny 2000). Zheng ¢és
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mtsai munkajaban ravilagitottak az MLP protein f-aktin stabilizalo és szervezd
funkcidjara, valamint bizonyitottdk az aktin és az MLP molekula direkt kapcsolatat

(Zheng és mtsai 2008).

2.3.2. MILP szerepe emberben

Human adatok szerint a MLP fehérje expresszidja manifeszt szivelégtelenség esetén
csokken, mig mRNS szintje valtozatlan az egészséges szivekhez viszonyitva (Zolk és
mtsai 2000). Masrészt a MLP-t kodolo CSRP3 génben torténdé mutaciok dilatativ
kardiomiopatidhoz vezethetnek emberben. Tovabbd az elébbihez hasonldéan a
komplexet alkoto egyéb proteineket (telethonin, titin, aktin) kodold szakaszok mutécioja

is hasonlé eredményre vezethet.(Knoll és mtsai 2002, Mohapatra és mtsai 2003).

2.3.3. A MLP hianya altal okozott molekularis elvalozasok

El6z6ek alapjan a human szivelégtelenség lehetséges allatmodellje lehet az Arber és
mtsai altal kifejlesztett MLP knock out egérmodell (Arber és mtsai 1997). Két tényezd
is alatdmasztja, hogy ez a modell hasznalhat6, és az ebbdl nyert eredmények
kiterjeszthetok a kardiomiopatidk tobb formajara is. Egyrészt hasonléan a humén
végstadiumu szivelégtelenségbdl nyert adatokhoz, ebben a kisérleti modellben is
csokken a Ca®* cstcskoncentracioja, valamint a kontraktilitas, a f-adrenerg reakcio és
az SR Ca”" felvétel (Esposito és mtsai 2000, Minamisawa és mtsai 1999). Ugyanugy
megfigyelheté emberi szivbdl szarmazd sejtekben a csokkent kontraktilitas és relaxacio,
valamint a SERCA2a ¢és a PLB eltérések kozotti 0sszefiiggés (Meyer és mtsai 1995,
Hasenfuss 1998), mint a DCM allatmodelljében. Human vizsgalatokban is lathato, hogy
a szivelégtelenség progresszidjaval a SERCA2a/PLB arany csokken (Koss és mtsai
1997). A Ca®* szekvesztracio szabalyozasanak kiemelt jelentdségét bizonyitja az is,
hogy az MLP-KO allatokban 1étrejové Ca®" tranziens és hemodinamikai eltéréseket a
SERCA2a gatldo PLB ,kiiitése” normalizalta (Minamisawa ¢és mtsai 1999). Ezt
bizonyithatja Unsold és mtsai kozleménye, amelyben 12 hetes MLP-KO allatokban
alacsonyabb SERCA2a expressziot mutattak ki (hasonldan sajat kdzleményilinkhoz).
Egyes kézlemények a B adrenerg rendszer deszenzitizacio (Esposito és mtsai 2000,
Rockman ¢és mtsai 1998), masok az angiotenzin receptor aktivacio kitlintetett szerepét
bizonyitottak a DCM progressziojaban MLP-KO allatokban (Yamamoto és mtsai 2007).
A miik6dd AT1 receptor hianyaban csokken az MLP-KO egér modellben kialakulo a
kardialis remodeling, és helyreall a kontraktilitas és telodés, ugyanakkor a relaxécio
valtozatlan marad, amit magyarazhat a SERCA2a expressziojanak valtozatlanul
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alacsony szintje. Ez bizonyithatja az MLP els6dleges szerepét a SERCA2a alacsony
protein szintjének kivaltasdban (Yamamoto ¢és mtsai 2007). A B-adrenerg stimulacio
csOkkent hatékonysagat talaltak 3 honapos MLP-KO allatokban, ami a szivek
szimpatikus deszenzitizacidjara utal (Unsold és mtsai 2012), amit bizonyit az is, hogy a
BARKI1 funkco gatlas hatdsara nem alakult ki a kardidlis funkciozavar (Esposito és
mtsai 2000).

A kontraktilis apparatus Ca** érzékenységére utalo adatok ellentétesek az irodalomban:
egyesek valtozatlan (Unsold és mtsai 2012), masok fokozott Ca* érzékenységrol

szamoltak be (Esposito 2000).

2.4. Szerzett kardiomiopatia

Ide tartoznak azok a kardiomiopatidk, melyek hatterében nem oroklott genetikai
defektus  4ll, hanem valamilyen egész szervrendszert ¢érintd betegség,
anyagcsereelvaltozas. Ezt a csoportot képviseli a diabétesz és a metabolikus szindroma
is. A metabolikus szindrémara jellemz6 elvaltozasok kozé tartozik az elhizas, a magas
vérnyomas, a diszlipidémia és az inzulin rezisztencia (Eckel és mtsai 2005). A I1. tipusu
diabéteszben és a metabolikus szindromaban kialakuld kardiomiopatiaban az inzulin
rezisztencia az, ami a kozO0s nevez6t képezi a két anyagcsereelvaltozasban.
Kisérleteinkben a diabéteszes kardiomiopatia modellezésére fruktoz taplalt patkanyokat
hasznaltunk. A magas fruktozbevitel metabolikus szindrémat indukal a kisérleti
allatokban, ami sok jellemvonasaban megegyezik a II. tipusu diabétesszel, ezért az
eredményekbdl kovetkeztethetink a human diabéteszben lezajlo folyamatokra. A
metabolikus  szindroméaban kialakulé folyamatok megvaltoztatjdk a szivizom
metabolizmusat, amely kontraktilis diszfunkcidhoz, majd szivelégtelenséghez vezet.
Ezek koz¢ tartoznak a Ca®* homeosztazis eltérései, és az ezt szabalyozé mechanizmusok

sériilése.
2.4.1. Molekularis valtozasok metabolikus szindrémaban

Adatok foként II. tipust diabéteszes allatkisérletekbdl allnak rendelkezésre, amik
nagyban megegyezhetnek a metabolikus szindromaban feltételezettekkel. Mindkét
esetben hasonlo szisztémas folyamatok alakulnak ki, a kozos tényezd mégis az inzulin
rezisztencia. A sziv funkcidjat nagy mértékben a Ca®" homeosztazis allapota ¢és a

kontraktilis apparatus Ca®*-ra adott valasza hatarozza meg. Allatkisérletek soran azt

33



DOI:10.14753/SE.2014.1900

tapasztaltdk, hogy a miofilamentumok Ca®*-ATPaz aktivitasa csokkent. Ez lehet az
egyik kulcsmomentuma a diabetikus szivdiszfunkci6 kifejlodésének. Ennek hatterében
miozin izoenzim valtds, valamint a szabalyzd fehérjék foszforilacidja allhat. A Vi
izoenzimben 1évé a MHC gyorsabb enzimatikus reakciora képes, mint a B MHC, ezért
magasabb aranyu eléfordulasa esetén gyorsabb az izomkontrakcié lehetséges. Az
egérszivekben 1étrejové Vi-V3 izoenzim valtds okozhatja az aktomiozin ATP-dz
aktivitas csokkenését. A diabétesz kezelése, a metabolikus zavar rendezése, edzés
visszaforditja ezt a folyamatot (Dhalla és mtsai 1998, Glennon és mtsai 1995, Falcao-

Pires és Leite-Moreira 2011).

A miozin konnyllanc foszforilaloédhat miozin konnyilanc kindz altal. A MLC
foszforilacigja balra tolja az er6-pCa* fiiggvényt. Az eré-pCa fiiggvény (ahol a pCa a
kalcium ion koncentraci6 tizes alapu negativ logaritmusa) a kontraktilis apparatus Ca®*
érzékenységét mutatja. Diabéteszben csokken a MLC foszforilacidja, ami gyakorlatban
azt jelenti, hogy ugyanaz a Ca*" koncentraci6 kisebb er6t general. Inzulin hatasara a
foszforilacié csokkenésével a gorbe jobbra tolodik. Foszforilacié hatasara valtozhat a
troponin filamentumok tulajdonsaga is. A PKC foszforilalhatja Tn-I-t és a Tn-T-t,
aminek hatasara csokken az aktomiozin ATP-az aktivitisa. A PKA hatisara a Ca®*"
szenzitivitasa lesz kisebb. Nem csak a foszforilacié, de a Tn-T izoforma valtas is

szerepet jatszhat a kontraktilis filamentumok megvaltozott ATP-4z aktivitasaban.

A Ca?* szekvesztracioban kiemelkedé szerepe van a SERCA2a-nak. Funkciojanak
sériilése nagymértékben befolyasolja az intracellularis Ca®" homeosztazist, kozvetleniil
csokkenti a Ca®* szekvesztraciot, és kozvetve a Ca®" felszabadulast. Diabéteszben
feltételezhetd a SERCA2a funkcid karosodasa, de ennek hatterében nagy
valoszinliséggel nem a fehérjekoncentracié csokkenése allhat, mivel az mRNS
koncentracio valtozasa nem egyértelmii. A SERCA2a kapacitasa csokkenhet azaltal is,
hogy a membran tulajdonsdga, melyben a pumpa elhelyezkedik, megvaltozik. A
diabéteszben = megvaltozott  szubsztratmetabolizmus a  szabad  zsirsavak
felhalmozodasahoz vezet, amelyek a membranban akkumulélédva megvaltoztatja annak

tulajdonsagait.

A diabéteszes kardiomiopatiaban szenved6 sziv érzékenyebben reagal az extracellularis
Ca®* koncentracié véltozasara. Ennek hatterében a DHP receptor valtozasa allhat, mivel

ez a csatorna felel8s az extracellularis Ca®* sejtbe valo bejutasaért. Mérések szerint nem
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valtozik a DHP receptoron atfolyé aram, ugyanakkor a csatornaszam csokken. Ennek
hatterében a csatorna Ca* affinitisanak novekedése allhat, ami magyarazatot adhat a

beteg szivizomsejtek fokozott Ca®* érzékenységére.

A szarkolemmalis iontranszportok is valtozhatnak diabéteszben, csokkenhet a Na*-K*
kicseréld és ennek kovetkeztében az NCX aktivitdsa. A folyamatok ereddjeként a
szivizomsejtek Ca®* tartalma novekedhet. A mitokondriumok Ca®* felvétele és
pufferkapacitasa csokken, ami a sejtek Ca® taltoltését eredményezheti. A magasabb
Ca®* tartalom apoptotikus folyamatokat is indukalhat (Dhalla és mtsai 1998, Falcdo-
Pires és Leite-Moreira 2011).

2.4.2. Renin- angiotenzin rendszer eltérései metabolikus szindrémaban

A szbveti renin-angiotenzin rendszer aktivitasa fokozott diabéteszes szivben, ellenben a
szisztémads rendszerrel, melynek aktivitasa akdr csokkenhet is. Megnd a ATII receptor
mRNS szintje, amely jelzi a rendszer lokalis aktivalodasat. A RAAS elinditja a
remodeling folyamatat a szivben, fokozza a sejtek nekrozisat, apoptozisat és az
intercellularis tér fibrozisdt. A RAAS aktivalodédsa noveli az oxidativ stresszt.
Kimutattak, hogy ACE gatlok alkalmazasa ndvelte az antioxidans mechanizmusokat

szivben ¢s egyéb szervekben (de-Cavanagh és mtsai 1997).

2.4.3. Oxidativ sterssz

Az antioxidansok ¢és az antioxidans enzimek (szuperoxid diszmutdz, glutation
peroxiddz, katalaz) fontos szerepet jatszanak a sejtek szabad gyokok és a egyéb oxidans
agensek elleni kiizdelmében. Diabéteszben megemelkedik az oxigén gyokok szintje,
melynek hatterében a magas vércukorszint indukalt gliikoz autoxidacid, fehérje
glikolizaci6 és a glikalt proteinek oxidativ degradacioja all (Gillery és mtsai 1988,

Wolff és mtsai 1987, Hunt és mtsai 1990). Ugyanakkor az antioxidans enzimek
mtsai 1995). Az emelkedés feltételezhetéen kompenzatorikus jellegli valaszreakcid a
megemelkedett oxidativ stresszre. A diabétesz progresszidja soran a nagyobb mértékben
termel6dd oxigén gyokok mennyisége felillmuilja az antioxidans rendszer kapacitasat,
ezaltal kedvezdtlen egyensuly alakul ki (Tsutsui és Kinugawa 2011). A hiperglikémia
okozta oxidativ stressz szamos szignaltranszdukcidés utvonalat aktival, ami
apoptozishoz, hipertrofidhoz és fibrozishoz vezetnek (Giacco és Brownlee 2010,

Watanabe és mtsai 2010).
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2.4.4. O-GlcNAcilacio

A fehérjék posttranszlacios modifikacidja modositja a fehérjék funkcidjat,
elhelyezkedését és turnoverét. Ezek egyik mechanizmusa a fehérjék glikozilacioja, ami
a endoplazmatikus retikulumban vagy a Golgi késziilékben zajlik. A klasszikus
glikozilacios mechanizmusokon kiviil 1étezik egy gyors, O-kapcsolt N-acetilglilkozamin
(O-GIcNAc) medialt mechanizmus, amit az O-GICNAc transzferaz (OGT) enzim végez.
Az OGT segitségével kapcsolodik az O-GIcNAc a fehérjék Ser vagy Thr aminosavahoz.
Az O-GlcNAcilalt proteinek szintjét mind a szintézisért felelés OGT, mind a
degradaciojaért  felelés  B-N-acetilgliikozaminidaz ~ (O-GIcNAcase)  aktivitasa
szabalyozza. II. tipusu diabéteszben a kardidlis diszfunkcio kialakuldsdban szerepet
jatszik a kardiomiocitdk funkciondlis és strukturalis fehérjéinek a hiperglikémia és a
kovetkezményesen fokozott protein glikozidacié miatti modosulasa (Laczy és mitsai
2009). Ezek a folyamatok a fruktéoz indukalt metabolikus szindroméban
hangstlyosabbak, mint a II. tipust diabéteszben. Yokoe és mtsainak kozleményiikben
igazoltdk, hogy diabéteszben igen gyakori proteinglikolizacié, melynek kozponti
szerepldje az O-GIcNAc. A foszfolamban Serl16-on torténd O-GlcNAcilacidja gatolja a
protein foszforilacigjat, igy a PLB nem valik le a SERCA2a-r6l, ami megakadalyozza a
SERCA2a rezervkapacitasanak felhasznalasat (Yokoe és mtsai 2010). Hasonlo
eredményre jutottak Fricovsky és mitrsai, akik II. tipust diabétesz korai fazisaban
szisztolés és diasztolés diszfunkciot észleltek, melynek hatterében a kalcium szabalyzo
fehérjék O-GlyNAcilacigjat talaltak. Emelett csokkent SERCA2a expressziot mutattak
ki (Fricovsky €s mtsai 2012).

2.4.5. Kardialis szubsztrat metabolizmus

Az egészséges sziv fo energiaforrdsa a zsirsavak metabolizmusa soran keletkezé ATP.
A szabad zsirsavak kb. 70%-ban biztositjdk az energiat a sziv miikodéséhez, a
fennmarado energiat gliikoz, laktat és ketonok felhasznalasdbol nyeri a szivizom.
Szamos kisérlet alatdmasztja a sziv szubsztrat felhasznalasdnak megvaltozasat inzulin
rezisztens alapotban. (Dhalla és mtsai 1998) Az inzulin hatas hidnyaban csokken a
gliikkoz transzporter mRNS és fehérje szintje, ami csokkenti az intracellularisan
rendelkezésre allo gliikoz mennyiségét, annak ellenére, hogy a vércukorszint magasabb
az egészségesekben mértnél. Szdélocukor hidnyaban, a sziv még inkdbb a szabad
zsirsavak  (FFA)  felhasznalasat  helyezi  elotérbe. A  novekvd  szabad

zsirsavkoncentracioval parhuzamosan csokken a glikoz felhasznalas, ezt nevezik
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,Randle-jelenség”-nek. Ennek hatterében a gliikkozmetabolizmus gatlasa allhat, amelyet

az emelkedd FFA szint okozhat (Boudina és Abel 2007, Belke és mtsai 2000).

A magasabb FFA szint miatt a sziv munka hatékonysaga csokken, mivel a FFA
iranyaba tolddott metabolizmus tobb oxigént (10%-kal) igényel ugyanannyi ATP
eléallitdsdhoz. A fokozott oxigén igény és az eldrehaladott szivelégtelenségben fellépd
csOkkent oxigén ellatottsag egyiitt a lipid termékek nem megfeleld oxidéaciojahoz
vezetnek, amelyek a reaktiv oxigén gyokok és a lipidmetabolizmus koztitermékeinek
felhalmozodasat eredményezik. A kevésbé hatékony energiatermelés hozzajarul a

kardiomiopatia progresszidjahoz (An és Rodrigues 2006).

crer

fenntartasaért felelds enzimek funkcidjdban is. A fokozott lipidmetabolizmus miatt az
SR és a szarkolemma kettOs lipidrétegében felhalmozddnak a koztitermékek, ennek
kovetkeztében megvaltoznak a membrantulajdonsagok, amelyek az itt elhelyezkedd
transzporterek funkcidjat modosithatjak. Ezzel magyarazhat6 akar a SERCAZ2a funkcio

csokkenése is (Lopaschuk és mtsai 1984).

2.4.6. Fruktoz hatasa kisérleti allatokban

A frukt6z egy monoszacharid, ami gyiimolcsokben és zoldségekben fordul leginkabb
elé. Képlete megegyezik a szbélécukor képletével (CgH1206), ugyanakkor a szerkezete

mas: gylrije ot tagh. Gliikozzal egyiitt alkotja a szukr6z elnevezésti diszacharidot.

A fruktdz a bélrendszeren keresztiil a GLUTS transzporteren keresztiil szivodik fel.
Metabolizmusa a majban folytatodik, ahol a lebontasi folyamat kikeriili a glikolizis
szabalyz6 enzimét (foszfofruktokindz). A végtermékek felszaporodasa kontrollalatlan
zsirsavprodukciot eredményez. A jelenlegi étkezési kultiirdban a finomitott szénhidratok
elokeld poziciot foglalnak. Szamos ételben megtalalhatd a fruktdéz vagy a szacharoz
mint édesitd. A nagymennyiségli fruktoz bevitel elhizast, diszlipémidt, inzulin
rezisztenciat és szivelvaltozdsokat okozhat. A fruktozbevitel soran nem alakul ki
inzulinvélasz, mivel a pancreas nem tartalmaz GLUTS receptort, valamint a felszivodas
soran nem szabadul fel GIP (gastric inhibitory peptide), ami a inzulinfelszabadulés
egyik indukaldja. A tartés fruktoz bevitel leptin rezisztenciat is okoz, ami tovabbi
eltéréseket eredményez a lipid metabolizmusban. A plazma adiponektin szintjét is

noveli, ami inkabb az adiponektin rezisztenciajara utal, mivel a hormon jotékony hatasa,
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a vérnyomdascsokkentés ¢és az inzulin érzékenyités nem volt megfigyelhetd

patkanyokban (Tran és mtsai 2009).

A fokozott frukt6z etetéssel a metabolikus szindroma modellje hozhato 1étre. Ugyanugy
megjelenik az obezitds, inzulin rezisztencia, a magas vérnyomas, a diszlipémia és a
felgyorsult ateroskler6zis, ami mind a metabolikus szindroma jellemzdi. Ezek az
eltérések egyenként is kardiovaszkularis rizikotényezok. Az érintettekben gyakran
kialakul a II. tipust diabétesz, valamint szivérrendszeri megbetegedés. A metabolikus
szindroma kialakuldsa még nem teljesen ismert, szerepet jatszhatnak orokletes és
kornyezeti faktorok is. A szindroma ¢és a kardiovaszkularis eltérések kozotti kapcsolat

feltételezhetéen az inzulin rezisztencia (Ginsberg 2000).
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3. Célkitizések

Kisérleteinkhez a kardiomiopatia két, etiologiailag kiilonb6z6 tipusat hasznaltuk fel. A
familiaris DCM mintéjaul szolgéld allatmodellnek olyan genetikailag modositott egerek
szivét hasznaltuk fel, melynek genetikai defektusa eléfordul human esetekben is.

Az MLP-KO szivekben vizsgalataink {6 céljai a kovetkezok voltak:

1. Az MLP-KO szivek Ca2+i homeosztazisanak vatozasa milyen mértékli eltérést

eredményez a hemodinamikai funkcidban.

2. Az allatok oregedésével aktivalodnak-e a sziv adaptiv mechanizmusai €s azok

mekkora mértékben tudjak ellenstilyozni a kardiomiopatia tlineteit.

A szerzett kardiomiopatia csoportba a metabolikus szindroma altal kivaltott
kardiomiopatiat valasztottuk. A magas fruktdéz tartalm( diéta indukalt metabolikus

szindromaban a kovetkezo kérdésekre kerestik a valaszokat:

1. A metabolikus szindroma korai stddiumaban megjelenik-e a kardialis

diszfunkci6?

2. Miként valtozik a Ca*'; homeosztizis és annak milyen szerepe van a

hemodinamikai eltérések kialakulasaban?

3. Ennek hatterében milyen eltérések lehetnek a fobb Ca?* haztartast szabalyozo

fehérjékben?
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4. Modszerek

4.1. Kisérleti allatok

4.1.1. MLP-KO Kisérletek

Az MLP-KO egereket 3 és 9 honapos korban vizsgaltuk. Az eredeti egértorzs, melybol
kialakitottdk az MLP hianyos torzset, a 129/Sv és C57BL/6 torzsek kereszetezésébol
szarmaz6 hibrid. A tenyészpart L. J. De Windt (CARIM, Maastricht University,
Maastricht, Hollandia) ajandékozta csoportunknak. Kontrollként a vad tipust korazonos
egercket hasznaltunk. Az SPF (specific pathogen free) -elbirasainak megfeleld
koriilmények kozott tenyésztettiik a kisérleti példanyokat. 12 oras fény-sotétség ciklust
tartottunk fenn, a taplalékhoz és vizhez szabad hozzaférést biztositottunk. Minden MLP
hianyos alombol véletlenszertien valasztott egyedek farkdbol vett mintan PCR
segitségével DNS tesztet végeztiink a médosult MLP allél meglétének bizonyitasara. A
vizsgalati protokollt a Semmelweis Egyetem, Egyetemi Allatkisérleti Bizottsag

jovahagyasaval végeztiik.

4.1.2. A metabolikus szindroma allatmodellje

5 hetes Sprague-Dawley patkanyokat fruktoz gazdag diétara fogtuk 6 héten keresztiil.
Ennek soran a bevitt 6sszes kaloria 66,8%-a frukt6zbol szarmazott (kisérleti tap No.
TD.06451, Harlan Teklad, USA). A kontroll egyedeket a gyarto altal ajanlott kontroll
tappal etettilk, amiben a fehérje, szénhidrat és zsiradék aranyat a kisérleti taphoz
allitottak be (No. TD.06452, Harlan Teklad, USA). Az allatokat 12 6ras fény-sotétség
mellett tartottuk, és szabad hozzaférést biztositottunk az ételhez és a folyadékhoz. Az
allatkisérleteink soran betartottuk az NIH allatkisérletekre vonatkozo utmutatojat (Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH, Publication No. 85-23, revised
1996). A kisérleti protokollt jovahagyta a Semmelweis Egyetem, Egyetemi
Allatkisérleti Bizottsag.

6 hetet kovetden az allatokat peritonealisan adagolt 40 mg/kg pentobarbitallal elaltattuk
¢s echokardiografidval megmeértiik a sziv méreteit €s az in vivo bal kamrai funkciét. Az
echokardiografiat kovetden vérnyomasmérést végeztiink a carotisba vezetett katéterhez
csatlakoztatott nyomas transzduszer segitségével. (Experimetria Kft, Budapest,

Magyarorszag). Vérmintat vettlink a vér triglicerid szint meghatarozasahoz.
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A patkanyok diabetikus allapotanak meghatarozasahoz az allatok egy részét (kontroll:
n=4, fruktéz taplalt: n=4) egy éjszakan at ¢heztettilk, majd ordlis gliikkdztolerancia
tesztnek (0GTT) vetettiik ala. Ennek soran vért vettiink a jugularis vénabol, majd 2
mg/kg gliikéz 40%-o0s oldatat adagoltuk gyomorszonddn keresztiil. A vércukorszintet

vércukormérdvel mértiik (Dcont Start, 77 Elektronika Ltd, Budapest, Magyarorszag).

4.2. Langendorff sziv preparatum, Indo-1 AM fluoreszcens technika

Az allatokat 40 mg/ttkg intraperitonealisan adott pentobarbitallal altattuk el. A sziveket
eltavolitottuk és Langendorff féle perfuzids szerkezetre rogzitettik. A perfuziot
modositott Krebs-Henseleit oldattal végeztiikk ((mM), NaCl (118), KCl (4,3), NaHCO3
(25), MgSO;4 (1,2), KH,PO4 (1,2), Na-EDTA (0,5), CaCl; (2,0), glikoz (11), és piruvat
(5) (Sigma, Budapest, Magyarorszag)). Az oldatot 95% O, és 5% CO; elegyével
buborékoltattuk. A hémérsékletet 37°C-ra, a pH-t 7,4-re allitottuk be. A perfizios
nyomast 70 Hgmme-en tartottuk. A bal kamrai nyomast a kamraba vezetett ballonkatéter,
a koronaria aramlast ultrahangos aramlasméré (T-106, Transonic System Inc., Ithaca,
NY, USA) segitsé¢gével mértiik.

A citoplazmatikus Ca** koncentracié mérésére Indo-1 AM festéket hasznaltunk. Ez a
festék szabadon atjut a sejtmembranon, majd a citoplazmaban 1év0 €szterazok lehasitjak
réla az AM csoportokat, igy az 5 negativ vegyértékkel fog rendelkezni. A negativ
toltések megakadalyozzdk, hogy atdiffundaljon a sejtmembranon, igy a festék
felhalmozodik a sejtben. A membranban elhelyezkedd6 nem specifikus anion
anion transzporterek mitkodését gatld anyagot (probenecid) kevertiink a Langendorff
rendszer perfizids oldatdhoz. Az anion transzporter gatlasanak mellékhatasat korabbi
fliggetlen kisérletekben vizsgaltuk. Kimutattuk a kontraktilis funkci6 enyhe
csOkkenését, amit a pulzusnyomas 5-8 %-os csokkenése tiikrozott. Ezt a nyilvanvaléan
elénytelen tulajdonsagot elfogadtuk annak érdekében, hogy a kisérleti protokoll teljes
idStartamaban stabil fényjeleket kapjunk. Mivel minden esetben hasonlo eltéréssel
szamolhatunk, ezért a kisérleti csoportok Osszehasonlitisa esetén jelentOsége
elhanyagolhato.

Az Indo-1 a sejten beliil Ca®*i-hoz kotédik (disszociacios konstans: 844 nM). Mindkét
allapotban (Ca® kotdtt és szabad) fényt nyel el az UV tartoméanyban (331 nm és 349

nm), ¢és ennek hatasara a festékmolekuldk fluoreszkalnak. A Ca®** kotott Indo-1
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emisszidés maximuma 380 nm, a szabad Indo-1 emissziés maximuma 480 nm (Bassani

¢s mtsai 1995, Grynkiewicz és mtsai 1985).

A sziveket 6,25 uM Indo-1 AM-mel (Invitrogen, USA) toltottik fel perisztaltikus
pumpa segitségével (Cole-Palmer, Chicago, IL, USA), amit az aortakaniilh6z
csatlakoztattunk. A festékkel 20 percen keresztiil perfundaltuk a sziveket a kiindulési
aramlas 70%-aval és 30°C-on. Majd a sziveket higanyg6z lampabdl szarmazo 355 nm-
es fénnyel vilagitottuk meg. A fluoreszcens fényjeleket randomizalt szalelrendezésii
kvarc livegszalas kébellel vezettiik a fotoelektron sokszorozohoz, ami el6tt a fényjeleket
prizma segitségével megosztottuk, majd szlrdk segitségével szelektaltuk. A
kardiomiocitakbol szarmazoé emittalt fényt 400 nm-en (Ca?* kétott forma) és 506 nm-en
(szabad forma) mértiik, mivel igy mindkét jel kelléen tavol keriil a NADPH
fluoreszcens jelének maximumatol, ugyanakkor nem csokken jelentdsen egyik jel
inzenzitasa sem. A jelerdsség kiilsé optikai eredetii valtozasat (optikai artefakt) a
reflektalt fényjelek mérésével becsiiltik meg (340 nm). Az intracellularis festék
»photobleaching”-jének elkeriilése céljabol, illetve a szdveti UV  expozicid
minimalizalasa érdekében a sziv felszinét minden 5 percben csak 1 percig vilagitottuk
meg folyamatosan. A megvilagitdst egy a gerjesztd fény utjdba iktatott blende
segitségével szakitottuk meg. A mért hemodinamikai paramétereket, és a detektalt
optikai jeleket egy tobbcsatornas AD atalakito (Dataq Instruments Inc., Akron, OH,
USA) kozbeiktatdsdval a kisérleti protokoll szerint meghatdrozott idépontokban
Hemosys (Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag) szoftver segitségével IBM alapt
szamitogépen rogzitettiik és taroltuk késébbi adatfeldolgozas céljara (3.Abra).

A fényjeleket és a hemodinamikai paramétereket rogzitettiik, majd off-line kiértékeltiik
(Hemosys, Experimetria, Budapest, Hungary). Az Indo-1 toltés utan a perfizids
oldathoz probenecidet adtunk (Sigma) megelézendé a festék kimosodasat a
szivizomsejtekbdl. 15 perces festék kimosasi iddtartamot kovetden a jeleket alap
allapotban rogzitettiikk. Ezt kovetden izoproterenolt (5 nM) adagoltuk a perfizids
aramlatba, majd 5 perces equilibracidos periodust kovetden rogzitettik a mért
paramétereket. Az izoproterenol infuzid leallitasa utan 20 perces nyugalmi iddszakot
kovetéen SERCA2a gatlod ciklopiazonsav (CPS, 5 uM) adagolasat kezdtiik el, majd a
hatéds kialakuldsa utdn ismét rogzitettiik a paramétereket. Izoproterenol adagolasat csak

az MLP-KO kisérletekben hajtottuk végre.
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3. Abra A Langendorff szerint perfundalt izolalt sziv kisérletekhez hasznalt optikai és
hemodinamikai mérérendszer felépitése. Koronaria aramlds, bal kamrai nyomas,

szamitogeép, analog-digitalis atalakito (AD konverter).

4.3. Echokardiografia

A metabolikus szindroma indukalt kardiomiopatia kisérletekben végeztiink
echokardiografiat. A transztorakalis echokardiografiat egy magas frekvencidju linearis
transzduszerrel (5-15 MHz) felszerelt SONOS 5500 ultrahang késziilékkel (Hewlett
Packard) végeztiik a 6 hetes taplalasi periodus végén, 40 mg/kg i.p. pentobarbitallal
kivitelezett altatdsban. B modban a bal kamra hosszmetszeti felvételei alapjan
szamitottuk a végdiasztolés térfogatot (EDV) és a végszisztolés térfogatot (ESV).
Meértiik a bal kamrai teriiletet (LVA) €s a bal kamrai hosszt (LVL) és a kdvetkezd képlet
alapjan  szamitottuk az EDV-t és ESV-tt EDV= 8(LVAd)’3zLVLd és
ESV=8(LVAs)*/3nLVLs, ahol a d, a diasztolét, az s, a szisztolét jeldli. Meghataroztuk
az ejekcios frakciot: 100(EDV-ESV)/EDV. A diasztolés bal kamrai falvastagsagot a

papillaris izomzat magassagaban rogzitett keresztmetszeti kép alapjan hataroztuk meg.
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Ezeket a felvételeket vettiik alapul a bal kamra diasztolés ¢és szisztolés belsé
atmérdjének (LVIDd ¢és LVIDs) méréséhez és a frakciondlis rovidilés (FS)
szamitasdhoz a kovetkezd képlet alapjan: 100(LVIDd-LVIDs)/LVIDd (Baumann és
mtsai 2007).

4.4. Adatfeldolgozas és kiértékelés

A Ca’*; tranzienst a 400 és az 506 nm-es jelek hanyadosa alapjan széamitottuk ki. A
jeleket korrigaltuk a sotétarammal és a szoveti autofluoreszcenciaval, ami a
NAD(P)"/NAD(P)H arany mértékétdl fiigg. Az autofluoreszcencia vizsgalatat harom,
festék nélkiili teljes kisérleti protokoll soran végeztiik. A kisérletek eredménye azt
mutatta, hogy az autofluoreszcencia mértéke jelentdsen nem valtozott az alapértékhez
képest. A Ca”"; koncentracio meghatarozdsa Grynkiewicz és mtsai (Grynkiewicz és
mtsai 1985) altal meghatarozott modon tortént. Az Indo-1 disszociacids allandojat
kalciumra nézve (Kd) 844 nM-nek vettiik korabbi mérések alapjan. Kiilon kisérletekben
hataroztuk meg a hanyados értékét minimalis Ca®'i (Rmin) és maximalis, telitett Ca®";
(Rmax) koncentracional. Az Rpyi, meghatarozasahoz harom szivet Indo-1 felt6ltés utan 20
uM BAPTA AM-mel kezeltiink, az Ryax esetében 1 uM 4-bromo-calcium-ionophore-t
(A23187) hasznaltunk. Meghataroztuk a tranziensek alapjan a szisztolés Ca’’i, a
diasztolés Ca®'j szinteket és az Ca”'; amplitadot, valamint kiszamitottuk az Ca®";
emelkedés (+dCa”"i/dtna) és csokkenés (-dCa*i/dtna,) maximalis mértékét, amibdl
koveteztethetiink az Ca®'; felszabadulas, illetve a szekvesztracio mértékére. Az Ca
tranziens és a bal kamrai nyomas parhuzamos valtozasat mutatja az 1. Abra (Bassani és

mtsai 1995, Grynkiewicz és mtsai 1985).

4.5. Az SR Ca’*; transzporterek kinetikus paramétereinek szamitasa

Egy korabban publikalt matematikai modellt (Ligeti 2007, op den Buijs 2004, 2005)
hasznaltunk a metabolikus szindroma kardialis eltéréseinek vizsgalataban, hogy
meghatarozzuk a Ca*; szabalyzé fehérjék kinetikus paramétereit. A modell szamitasba
veszi a szivciklus sordn kialakuld Ca®" bedramlast a végdiasztolés Ca2+i szint
kialakulasaig, és tartalmazza a RyR2-n keresztiili Ca®* bearamlast, a SERCA2a altali
eltavolitast és a Ca™; puffereket. RyR2 altali Ca®* kiaramlas kinetikajat (Vryrz, [NMs™])
negyedik rendii szigmoid fiiggvény irja le:

t4

L 0<t<T,
t4+tglsj (1)

VRyRZ = kch (1_
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ahol a ken [NMs™] jelenti a RyR2 konduktancigjat. A tos [ms] jelenti azt az idpontot,
amikor a RyR2-n keresztiil a bearamlas elérte a maximalis felét. Ez a paraméter a RyR2

kapuzasanak jellemzésére hasznalhato.

A SERCA2a Ca?* szekvesztracidjat (Vsercazas [NMS™]) az alabbi képlet irja le
(Michaelis-Menten képlet alapjan):
V.

VSERCAZ& = (km/[C;;r]l)4 +l’ (2)

ahol a Vimax ([NMs™]) a maximalis pumpaaktivitas és a kn ([nM]) a Michaelis-Menten
alland6. Az egyenlet, amely leirja az intracellularis szabad Ca®** kontrentracio

valtozasat a szivciklus soran, a kdovetkez6:

d[caz+]i _ VRyR2 — Viereaz
dt B

Ahol a frakcionalis pufferhatas (B) azonnali kialakuldsat feltételeztik a modellben.

, (3)

(Wagner és Keizer 1994). A B meghatarozasahoz a puffer koncentracio és a
disszociacios konstans értékeket Balke tanulmanyabol vettiik (Balke és mtsai. 1994).

Minden adatsorbdl reprezentativ, koriilbeliil azonos végdiasztolés Ca®*  szinttel
rendelkezd tranzienseket valasztottunk. Modell egyenletet illesztettink a mért Ca®*
tranziensekre. A legjobb illeszkedést a modellfiiggvény és a kisérletes adatok négyzetes
hibajanak numerikus minimalizalasaval kozelitettik. Az illesztett modellegyenlet

alapjan becsiiltiik az ismeretlen paramétereket (Kcn, to5, Vimax €s km ).

4.6. RNS izolacié, reverz transzkripcio, kvantitativ valos ideji PCR (qPCR)

A bal kamrakbol vett szovetmintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd
mozsar ¢€s zuz0d segitégével porrda Ordltik. A teljes RNS mennyiséget TRIzol
(Invitrogen, Paisley, UK) segitségével izolaltuk és mennyiségét NanoDrop ND-1000-rel
(Peqlab, Erlangen, Germany) meghatdroztuk. Harom mikrogramm RNS-t 15 egység
AMYV reverz transzkriptdzzal (Promega, Madison, WI, USA) cDNS-sé¢ alakitottunk.
0,025 pg/ul random primereket (Promega) hasznaltunk. A qPCR-t ABI Prism 7000
szekvencia meghatarozo késziilékkel (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
végeztilk. Ehhez TagMan primereket, probes (mintakat) és TagMan altalanos PCR
master mix protokollt (Applied Biosystems) hasznaltunk: egér NCX-hez (Slc8al) ID
MmO00441524 m1, egér RyR2-hoz Mm00465877_m1, egér SERCa2a-hoz (Atp2a2)
MmO00437634 _m1 és egér PLB-hez Mm00452263 m1l probat. A belsé kontrollhoz
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meghataroztuk a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) transzkriptjét (egér
GAPDH-assay ID Mm99999915 gl). A relativ mRNS expresszié valtozasokat az
Applied Biosystems altal javasolt AACT moddszerrel végeztiik.

4.7. Western blot analizis

A bal kamrai szovetmintdkat porrd tortilk folyékony nitrogénben és jég hideg Tris-
EDTA pufferben oldottuk fel (Tris 20mM, EDTA 1mM, 1:100 protedz inhibitor). A
proteaz inhibitor oldat a kovetkezOket tartalmazta: (uM-ban) 4-(2-aminoethyl)
benzenesulfonyl fluoride (1000), aprotinin (0.8), leupeptin (20), bestatin (40), pepstatin
A (15), and E-64 (14) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A mintakat ultrahanggal tovabb
homogenizaltuk és SDS-PAGE eljarasnak vetettiik ald, a korabbi leirasnak megfeleléen
(Fulop 2006). A géleket (8%) soronként egyenléen 40 ug fehérjével toltottik meg és
nitrocellul6z membranra vittiik at (BioRad, Hercules, CA, USA). A membranokat NCX
¢s RyR2 (Chemicon, Billerica, MA, USA), SERCA (Novus, Littleton, CO, USA), PLB
(Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) ¢és Serl6 foszforilalt PLB (Upstate, Lake Placid,
NY, USA) ellenes primer nyul antitestek 1:50 - 1:100 oldataval inkubaltuk.

Kontrollnak a GAPDH expresszidjat vettiik, amit 1:1000 egér anti-GAPDH antitesttel
(Novus Biologicals, Littleton, USA) vizsgaltunk. Az immunreaktiv savokat ECL-lel
lathatova tettiik (Pierce, Rockford, IL, USA) és a kemilumineszcenciat Kodak Gel
Logic 1500 Imaging System (Carestream Molecular Imaging, Woodbridge, USA)
segitségével vizsgaltuk. A siavok denzitdsdt Image Pro Plus 4.5 szoftverrel mértiik
(Media Cybernetics, Bethesda, USA). Az kontroll szivek atlagat vettikk 100%-nak. A
denzitometrids értékeket 3-5 egyedi kisérletbdl vettiik és atlagoltuk. A GAPDH

expresszidjat hasznaltuk belsd kontrollként.

4.8. Statisztika

Az MLP-KO egér kisérletekben eredményeket atlag + SEM formaban fejeztiik ki. A
harom ¢és kilenc hoénapos MLP-KO ¢és kontroll csoportokat ANOVA teszttel
hasonlitottuk Ossze. Ismételt ANOVA tesztet hasznaltunk ugyanazon sziveken végzett
beavatkozdsok (isoproterenol, CPA) egymassal ¢és az alap értékkel torténd
Osszehasonlitasdhoz. Student-Neumann-Keuls post hoc tesztet alkalmaztunk az

alcsoport dsszehasonlitashoz. A szignifikancia szintet P<0,05-nek vettiik.
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A metabolikus szindroma indukalt kardiomiopatia kisérletekben az eredményeket atlag
+ SD formaban adtuk meg. Egy utas variancia analizist hasznaltunk, Fisher féle post

hoc teszttel. A szignifikancia szintet P<0,05-nek vettiik.
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5. Eredmények

5.1. MLP-KO egér Kkisérletek

5.1.1. Tulélési arany, sziv- és testtomeg

Az MLP-KO egerek kb. 60%-a elpusztult a sziiletést kdvetd 7 napon beliil (korai
fenotipus), ugyanakkor a kontroll csoport haldlozasi aranya 15%-0s volt. Az életben
maradt egyedek a felnétt fenotipushoz tartoztak, és csak 10% pusztult el 7 napos koruk
¢s 9 honapos koruk kozott. Viselkedésiik és fejlédésiik hasonld volt a kontroll
egyedekéhez. A kisérletekhez 3 és 9 hoénapos him allatokat hasznaltunk. A
véletlenszeriien valasztott egyedek DNS vizsgalata alapjan az MLP-KO egerek
homozigotanak bizonyultak az abnormalis MLP génre nézve. A sziv- és testtdmeg
értekek nem mutattak eltérést a kontroll és MLP-KO egerek kozott sem 3, sem 9
hoénapos korukban. A szivhipertréfiat jelzd sziv-testtomeg arany nem kiilonbdzott a
kontroll és az MLP-KO csoport kozétt (3 honapos MLP-KO vs. kontroll: 6,2 x 10 +
0,4 x 103 vs.58x10°+0,6 x 10°, 9 hénapos MLP-KO vs. kontroll: 6,2 x 102 + 0,9 x
102 vs. 6,8x 10°% + 1,0 x 107, g/g).

5.1.2. Hemodinamikai jellemzok a perfundalt szivekben

Nyugalmi allapotban a szivfrekvencia, a bal kamrai pulzusnyomas (PP), a végdiasztolés
nyomas, és a kontraktilitas (+dP/dtmax) a vizsgalt csoportokban nem kiilonbozott (1.
Tablazat, 4a., 4c. Abra). Ugyanakkor a 3 hoénapos MLP-KO egér szivek luzitrop
funkcidja (—dP/dtyax) elmaradt az azonos kora kontroll szivekhez képest. (4b. Abra). Ez
a kiilonbség nem volt megfigyelhetd 9 honapos korban. A korondria aramlés
szignifikdnsan magasabb volt az MLP-KO egyedekben az azonos koru kontrollhoz

viszonyitva mindkét korban (1. Tablazat).
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3 honapos 9 honapos
kontroll MLP-KO kontroll MLP-KO
(n=6) (n=7) (n=6) (n=9)
(a) Nyugalmi allapot
PP (Hgmm) 80,1+4,6 86,3+ 5,6 78,8+5,6 87,1+4,8
Szivfrekvencia (1/min) 372+ 15 347+ 14 360+ 16 364+ 19
Koronaria aramlas * *
_— 2,6+0,1 42+0,4 2,8+£0,1 3,6£0,3
(ml min™)
(b) 5,0 nM isoproterenol
PP (Hgmm) 94,5+6,6 96,8 £ 6,6 86,2+ 10,2 94,7+5,2
Szivfrekvencia (1/min) 443 +11* 458 + 18" 439 + 18" 419 + 16"
Koronaria aramlas * *
. 27401 44+03" 2,740,1 35402
(ml min™)
(c) 5,0 uM CPA
PP (Hgmm) 55,7+ 6,7" 41,0+3,2" 54,6 + 3,1 50,3 + 4,2°
Szivfrekvencia (1/min) 371 £20 35115 341 £20 315+19
Koronaria aramlas 4 * s .y
- 2,1+£0,1 3,704 1,8+0,1 2,9+ 0,3
(ml min™)

1. Tablazat Az izolalt szivek hemodinamikai funkci6ja nyugalmi allapotban (a), 5,0 nM
izoproterenol adagolasat kovetden (b), és 5 uM ciklopiazonsav (CPS) kezelést kovetden
(c). PP: bal kamrai pulzusnyomas. * jelzi a szignifikans kiilonbséget a MLP-KO szivek
és korazonos kontroll szivek kozott; * jelzi a szignifikans kiilsnbséget nyugalmi és

kezelt allapot kozott a MLP-KO vagy a kontroll csoportban (p<0,05)

A B-adrenerg stimulacio (5 nM izoproterenol) hatasara megemelkedett a szivfrekvencia,
és +dP/dtmax és —dP/dtmax (1b. Tablazat, 4a., 4b. Abrék), ugyanakkor ezek az értékek
nem kiilonboztek a két csoport kozott. A korondria aramlés szintén emelkedett a
nyugalmi allapothoz képest €s tovabbi kismértékii emelkedést mutatott a 3 hénapos

MLP-KO szivekben. (1b. Tablazat).
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SERCA2a gatlo CPS adagoldsa utan a bal kamrai végdiasztolés nyomds nagyobb
mértékben emelkedett meg a 3 honapos MLP-KO szivekben, mint az azonos koru
kontrollokban (85 és 14%, 2c. abra). Ez a kiilonbség a két csoport kozott teljesen eltiint
a 9 honapos allatokban. A bal kamrai nyomasamplitidé és +dP/dtmax, —dP/dtmax jobban
csokkent a 3 honapos MLP-KO egerekben, mint az azonos koru kontroll egerekben (1c.
Tablazat, 4a., 4b. Abrak).

A CPS adas minden csoportban csokkentette a koronaria aramlést, de nem valtoztatta

meg a nyugalmi allapotban fenndllo kiilonbségeket.

5.1.3. Intracellularis Ca®* haztartas

Nyugalmi helyzetben a Ca?*; tranziens minden jellemz&je hasonlé volt mind az MLP-
KO, mind a kontroll egyedekben mindkét korcsoportban (5a.-5c. Abrak). Izoproterenol
hatasara minden csoportban emelkedett a végdiasztolés Ca®";, a +dCa2+i/dtmaX, és a -
dCa?*i/dtmax, ugyanakkor a csoportok kozétt nem volt szignifikans kiilsnbség (5a.-5c.
Abrak).

A CPS adagolas minden csoportban megemelte a végdiasztolés Ca®"; szintet (5c. Abra),
kiilonosen a 3 honapos MLP-KO egerekben, amelyekben szignifikansan magasabb volt
a korazonos kontrollhoz képest (MLP-KO 238%, kontroll 112%). Ez a kiilonbség 9
honapos korra eltlint. A CPS csokkentette a +dCa2+i/dtmaX mértékét minden csoportban
kivéve a 9 honapos MLP-KO szivekben (5a. Abra). A -dCa?* i/dtax szignifikdnsan
csokkent CPS hatdsara 3 honapos MLP-KO szivekben, ugyanakkor ez a kiilonbség 9

hénapos korban mar nem volt észlelhetd (5b. Abra).
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60 - X102

* #

+ dP/dt,,,, (Hgmmst)

Nyugalmi 120 CPS Nyugalmi 120 CPS
3 hoénapos 9 hénapos

35 _x102
30 -

* #

- dP/dt,;,, (Hgmms1)
*

Nyugalmi 120 CPS Nyugalmi 12O CPS
3 hénapos 9 hoénapos

25 - OKontroll
20 - * # B MLP-KO
15 -

10 -

Végdiazstolés P (Hgmm)

Nyugalmi 12O CPS Nyugalmi 12O CPS
3 honapos 9 hénapos

4. Abra A bal kamrai nyomas emelkedés (a) és csdkkenés (b) legnagyobb sebessége és
a végdiasztolés nyomas értékek (c) kontroll (o n=6 és 6) és azonos koru 3 és 9 honapos
MLP-KO (m n=7 és 9) szivekben nyugalmi allapotban (a), 5,0 nM izoproterenol
adagolasat kovetden (b), és 5 uM ciklopiazonsav (CPS) kezelést kdvetden (c).

* jelzi a szignifikans kiilonbséget a MLP-KO szivek ¢és korazonos kontroll szivek
kozott; * jelzi a szignifikans kiilonbséget nyugalmi és kezelt allapot kozott a MLP-KO
vagy a kontroll csoportban (p<0,05).

51



DOI:10.14753/SE.2014.1900

45 - x108
frp 4 #
5 40 # #
S 35 4 u
< 30 -
£ 25 1
= 20 - #ou “
& 15 1
O, 10
=]
+ 97
0 -
Nyugalmi 1ZO CPS Nyugalmi 1ZO CPS
3 honapos 9 hénapos
a
10°
207 #
i§n 18 ~
16 2 o#
=14 -
E12 1
o 10 A
= 81 #
‘@ 6
O 4
T 2
0 ,
Nyugalmi 12O CPS Nyugalmi 12O CPS
b 3 hénapos 9 hénapos
—~ 400 - OKaontroll
* #
2 350 -
—= 300 - ®MLP-KO
QO
B
S
N
3
=
a0
R
> Nyugalmi  1ZO CPS Nyugalmi 12O CPS
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5. Abra A [Ca®™]i emelkedés (a) és csokkenés (b) legnagyobb sebessége és a
végdiasztolés [Ca®*]i (c) kontroll (0 n=6 é&s 6) és azonos korti 3 és 9 hénapos MLP-KO
(m n=7 és 9) allatokban nyugalmi allapotban (a), 5,0 nM izoproterenol adagolasat
kovetden (b), és 5 uM ciklopiazonsav (CPS) kezelést kdvetden (c).

* jelzi a szignifikans kiilonbséget a MLP-KO szivek ¢és korazonos kontroll szivek
kozott; ¥ jelzi a szignifikans kiilonbséget nyugalmi és kezelt allapot kozott a MLP-KO
vagy a kontroll csoportban (p<0,05).
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5.1.4. A Ca** szabalyozasban résztvevo fehérjék mRNS és protein szintje

A f8szerepet jatszo Ca?*; felszabadito csatorna, a ryanodin (RyR2) GAPDH normalizalt
mRNS szintje 3 hénapos egerekben nem kiilonbozott, mig a 9 honapos MLP-KO
egerekben a szintje kis mértékben ugyan, de csokkent. Ezzel ellentétben a fehérje
protein szintje egyik korcsoportban sem mutatott eltérést (2. Tablazat).

Az Ca?*; szekvesztrald mechanizmusok koziil az NCX transzporter mRNS expresszidja,

valamint protein szintje minden csoportban hasonl6 volt (2. Tablazat).

3 hénapos 9 hénapos

kontroll MLP-KO kontroll MLP-KO
(n=6) (n=7) (n=6) (n=9)

(a) mMRNS expresszié (GAPDH-ra normalizalt)

RyR?2 0,30+ 0,03 0,31 +0,03 0.37+0,02 0.30 £ 0,02

NCX 0,03 + 0,00 0,04 + 0,00 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,01

(b) Protein expresszié (GAPDH-ra normalizalt)

RyR?2 0,45+0,04 0,49 +0,02 0,53 +£0,04 0,51 +0,05

NCX 0,86+ 0,13 1,02+0,21 0,92+ 0,08 0,99+0,11

2. Tablazat RyR2 és NCX GAPDH-ra normalizalt mRNS (a) és protein (b).
* jelzi a szignifikans kiilonbséget a MLP-KO szivek és korazonos kontroll szivek kozott
(p<0,05).

A SERCA2a mRNS szintje 3 honapos MLP-KO egerekben szignifikdnsan alacsonyabb
volt, mint az azonos kora kontrollokban (6a. Abra). 9 honapos korra ez a kiilonbség
eltint, mivel az MLP-KO csoporton belil az mRNS szint emelkedett a kor
elérehaladtaval. A protein szintben hasonld valtozasok voltak megfigyelhetok (7. Abra).
A 3 hénapos MLP-KO szivekben alacsonyabb volt a SERCA2a protein szintje, mint az
azonos koru kontroll szivekben (8a. Abra). Ez 9 honapos korra szintén kiegyenlitddott,
és bar a 3 ¢és 9 honapos MLP-KO csoporton beliil emelkedé tendencia volt
megfigyelhetd, ugyanakkor a kiilonbség nem volt szignifikans (60%, p = 0,07). A
SERCA2a protein szintje a 9 honapos allatokban nem kiilonb6zott, ami jelzi, hogy mind
a SERCA2a mRNS, mind a protein szintje 9 honapos korra normalizalédott (6a., 7., 8a.
Abrak).
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6. Abra SERCA2a (a) és PLB (b) MRNS expresszio GAPDH-ra normalizalt szintje 3
¢és 9 honapos kontroll (o n=6 és 6) és korazonos MLP-KO (m n=7 és 9) szivekben.

* jelzi a szignifikdns kiillonbséget a MLP-KO szivek és korazonos kontroll szivek
kozott; * jelzi a szignifikéans kiilonbséget 3 és 9 honapos allatok kozott a MLP-KO vagy
a kontroll csoportban (p<0,05).
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Hasonloan a SERCA2a mRNS ¢és protein szintjéhez a szivek PLB mRNS és protein
szintje alacsonyabb volt a 3 honapos MLP-KO egerekben, mint a kontrollokban. A 9
hénapos MLP-KO egerekben emelkedett PLB expresszid volt megfigyelhetd a 3
honapos egerekhez viszonyitva. Ez a valtozas mindkét paraméterben (mRNS, protein
szint) mérhetd volt. A 9 hénapos MLP-KO szivek mRNS és protein szintje meghaladta
az azonos koru kontrollokét (6b., 7., 8b. Abrak).

‘ Kontroll ‘ MLP-KO
SERCA2a
N . Al
3 hoénapos PLB ' =g —oN 3
GAPDH I — — C—

SERCAZ2a
T
9 hénapos PLB e e —— *'

GAPDH | —  —

7. Abra Ez a két reprezentativ kép a bal kamrai szvetmintakon végzett Western blot
eredményét mutatja. A SERCA2a, PLB és GAPDH protein szintek a kontroll és MLP-

KO, 3 és 9 honapos egerekbdl szdrmaznak.
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8. Abra SERCA2a (a) és PLB (b) fehérjék GAPDH-ra normalizalt szintjeit mutatja
kontroll (o n=6 ¢s 6) és MLP-KO (m n=7 és 9) 3 és 9 honapos egerekben.

* jelzi a szignifikans kiilonbséget az MLP-KO €és az azonos koru kontroll csoport kozott
(p<0,05). * jelzi a szignifikans kiilonbséget a 9 és 3 honapos identikus csoportok kozott
(p<0,05).
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5.2. Metabolikus szindroma indukalt kardiomiopatia

5.2.1. Altalanos adatok

A harmadik tablazatban foglaltuk G6ssze a fruktdz taplalas kisérleti allatokra kifejtett
hatasait. A fruktdz taplalt patkanyok testtomege nem tért el a kontroll allatokétol,
ugyanakkor a szivtomeg meghaladta a normal tapon tartott allatok szivtomegét. Ezért a
szivhipertrofiat jelzé szivtomeg/testtomeg arany magasabb volt metabolikus
szindromaban. Az artérids kozép nyomds és a szérum triglicerid szintje szintén

magasabb volt 6 hetes frukt6z taplalas utan.

Kontroll Fructéz taplalt
n=7 n=8
Testtomeg (Q) 399+ 19 382 + 34
Szivtémeg (Q) 1,37 + 0,07 1,53 +0,23"
Szivtomeg/Testtomeg 10° 9/g 34+0,1 40+05
Artérias kozép nyomas (Hgmm) 86,5+7,5 122+71"
Ehomi vércukorszint (mmol/l) 78+1,2 82+1,4
Szérum triglicerid (mmol/l) 1,6+0,2 23+05

3. Tablazat A kontroll és fruktoz taplalt patkany szivek altalanos adatai * jelzi a

szignifikans kiilonbséget a kontroll és a fruktoz taplalt csoport kozott (p<0,05).

Ugyanakkor az éhomi vércukor szint nem kiillonbozott a csoportok kozott. Az oralis
gliikkoztolerancia teszt (oGTT) felfedte az inzulinrezisztencia meglétét: a vércukor
emelkedés nagyobb volt a fruktdz taplalt csoportban és két ora elteltével nem tért vissza

az éhomi szintre, ellentétben a kontroll csoporttal (9. Abra).
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9. Abra Kontroll (o n=4) és fruktoz taplalt patkanyok (m n=4) vércukor szintje gliikoz
tolerancia teszt el6tt (0 perc) és az azt kovetd oralis gliikoz tolerancia teszt soran, 2
g/ttkg gliikkoz alkalmazasaval. * jelzi a szignifikans kiilonbséget a fruktoz taplalt és az

azonos koru kontroll allatok kozott (p<0,01).

5.2.2. Echokardiografias eredmények

A bal kamra morfologiai analizise az interventrikuldris szeptum (IVSd)
megvastagodasat és a végdiasztolés térfogat megnovekedését mutatta a fruktoz taplalt
allatokban. A bal kamra kontraktilis képességét leird6 dinamikus paraméterek koziil a
verétérfogat megemelkedett metabolikus szindromaban szenvedd patkanyokban, ezzel
ellentétben a ejekcios frakcido és frakcionalis rovidilés értékével, ami mindkét

csoportban normalis volt (4. Tablazat).
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Kontroll Fruktoz taplalt
n=7 n=8
IVSd (cm) 0,19 + 0,01 0244001
EDV (cm?) 0,33 £ 0,05 0444012
PV (cm?) 0,25 + 0,04 034401
EF — (PV/EDV) (%) 76,8+ 12,4 73.6+8,3
FS (LVIDd-LVIDs)/LVIDd (%) 485+ 11,2 499+35

4. Tablazat Echokardiografiaval mért bal kamrai atmér6é és in vivo pumpafunkcioé
kontroll és fruktdoz taplalt patkdnyokban. IVSD(d): interventrikularis szeptum
vastagsaga diasztoléban, kereszmetszeti képen €s a papillaris izomok szintjén mérve;
EDV: bal kamrai végdiasztolés térfogat, PV: pulzus térfogat; EF: ejekcids frakcio; FS:
frakcionalis rovidiilés; LVID(d): bal kamrai diasztolés belsé atmérd a keresztmetszeti
képen €s a papillaris izmok szintjén mérve; LVID(s): bal kamrai szisztolés bels6 atmérd
a keresztmetszeti képen és a papillaris izmok szintjén mérve; * jelzi a szignifikans

kiilonbséget a kontroll és a fruktoz taplalt csoport kozott (p<0,05).

5.2.3. Hemodinamikai funkcio

Nyugalmi koériilmények kozott a pulzusnyomas (PP), a szivfrekvencia (5. Tablazat), a
végdiasztolés nyomds, a sziv inotrdp és luzitrop funkcidjara jellemzd +dP/dtmax és -
dP/dtmax nem mutat kiilonbséget a kontroll és a fruktdéz taplalt csoport kozott.
Ugyanakkor a szivizom vérellatdsa csokkent nyugalomban (5. Tablazat). SuM CPS
adagolasa jelzett mértékben csokkentette a nyomas amplitudot, a szivfrekvenciat és a
koronaria aramlast mindkét csoportban, de a fruktoz taplalt csoportban a valasz
kifejezettebb volt (5. Tablazat). A beteg szivek nagyobb érzékenységét CPS-ra a
magasabb végdiasztolés nyomas, a csokkent +dP/dtmax és -dP/dtmax értékek is

alatamasztjak (10. Abra).
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Kontrol Fruktoz taplalt
n=7 n=8

(2) Nyugalmi allapot
Pulzus nyomas (Hgmm) 102 +12 101 £ 16
Korondria aramlas (ml/minx g) 152+1,9 12,2 £ 1,4*
Szivfrekvencia (1/min) 283 +18 278 + 30
(b) 5puM CPS
Pulzus nyomas (Hgmm) 68 + 11# 54 + 12*#
Koronaria aramlas (ml/minx g) 12,4 + 1’5# 93+ 1’2*#
Szivfrekvencia (1/min) 241 + 26# 252 + 24#

5. Tablazat A kontroll és a fruktéz taplalt patkanyok sziveinek hemodinamikai

paraméterei nyugalmi helyzetben, valamint 5SpuM CPS adagolasat kovetden.* jelzi a

statisztikai kiilonbséget a kontroll és a fruktoz taplalt csoport kozott (p<0,05); # jelzi a

szignifikans kiilonbséget a nyugalmi és a CPS kezelés kovetd allapot kozott (p<0,05).
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10. Abra Végdiasztolés nyomas értékek (EDP) (a) és a bal kamrai nyoméasemelkedés
(+dP/dtmax) (D) és csokkenés (-dP/dtmax) (€) maximuma kontroll (o n=7) és fruktdz
taplalt (m n=8) patanyokban nyugalmi koriilmények kozott, és 5 uM ciklopiazonsav
(CPS) kezelés hatasara. * jelzi a szignifikans kiilonbséget a fruktoz taplalt és az azonos
kora kontroll szivek kozott (p<0,05); # jelzi a statisztikai kiilonbséget a CPS hatas és a

nyugalmi allapot koz6tt kontroll és fruktdz taplalt csoportokban (p<0,05).
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5.2.4. Intracellularis Ca®" haztartas

Nyugalmi kériilmények kozott nem volt eltérés a végdiasztolés Ca®'; szint és a Ca’’;
emelkedés maximalis sebessége (+dCa’'i/dtma) tekintetében a két csoport kozott.
Ugyanakkor a Ca®"; csokkenés maximalis sebességének (-dCa2+i/dtmax) és a Ca’
csokkenésére utal a metabolikus szindroméban szenved§ allatoknal (11c., 11e. Abra). A
csokkent Ca®* szekvesztracio a Ca®* tranziens amplitddd csokkenéséhez vezetett (11d
Abra). CPS adagolas hatasara emelkedett a végdiasztolés Ca®* szint, ugyanakkor a Ca?*
tranziens amplitidd, DTso, +dCa’*i/dtmax, -dCa’i/dtmax csokkent a bazalis szinthez
képest mindkét csoportban. Az Ca®; ciklus sokkal érzékenyebb volt a SERCA2a
gatlasra a fruktdéz taplalt patkdnyokban. A Ca?" ciklus sokkal érzékenyebb volt a
SERCA2a gatlasra a fruktdoz taplalt patkanyokban, mivel ezek a valtozasok
szignifikansan kifejezettebbek voltak a metabolikus szindromaban szenvedd
patkanyokban a kontroll allatokhoz képest (11. Abra). A CPS indukalt véltozasok
megjelennek mind a Ca®'; szabalyzasban, mind a hemodinamikai paraméterek

valtozasaban az érintett szivekben (10. Abra).

A Ca?' tranziensekre illesztett modell egyenlet alapjan becsiiltik meg az SR Ca?*
transzportereinek kinetikus paramétereit (RyR2: ke és to5, SERCA2a: Vmax €s km) (12.
Abra). A modellelemzés azt mutatta, hogy a RyR2 csatornan keresztiili Ca®* bearamlés
sebessége nem kiilonbozott a beteg és az egészséges szivekben. A RyR2 konduktancidja
CPS adagolasa utan mindkét csoportban csokkent, ugyanakkor a fruktéz taplalt
csoportban szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz viszonyitva (12a. Abra). A
RYR2 tys-je mindkét csoportban hasonld volt és CPS hatasara sem valtozott (12b.
Abra). A modellelemzés szerint a metabolikus szindroméaban szenvedé patkanyok
sziveiben a SERCA2a Vyax magasabb volt nyugalmi allapotban, és SERCA2a gatlora is
érzékenyebben reagilt. A SERCA2a CPS-re adott fokozott valaszkészségét az is
mutatja, hogy a CPS hataséara a nyugalmi allapotban a Vmay értékében észlelt kiilonbség
eltéint (12c. Abra). A SERCA2a K, magasabb volt a beteg szivekben. CPS hatasara a
SERCAZ2a Ca*" affinitdsa mindkét csoportban csokkent, de a kiinduldsi kiilonbség

megmaradt a két csoport kozott. (12d. Abra).
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11. Abra Végdiasztolés Ca®; konentracid (a) és Ca®; konentracié emelkedés
(+dCa*"i/dtmay) (D), és csokkenés (-dCa*i/dtmay) (C) maximalis mértéke, amplitado (d) és
a Ca’* tranziens 50%-ra csokkenéséhez sziikséges id6 (e) kontroll (o n=7) és fruktéz
taplalt (m n=8) allatokban nyugalmi allapotban és 5 uM ciklopiazonsav hatasara (CPS).
* jelzi a szignifikans kiilonbséget a fruktdz taplalt és az azonos koru kontroll szivek
kozott (p<0,05); # jelzi statisztikai kiilonbséget a CPS hatas és a nyugalmi allapot kozott
kontroll és frukt6z taplalt csoportokban (p<0,05).
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5.2.5. A Ca”'; szabalyozasban résztvevo enzimek protein expresszidja

A Ca”; korforgasban résztvevé fé proteinek expresszidjat a kontroll érték szazalékaban
fejeztiik ki és abrazoltuk a 13. Abran. Az Ca*"; felszabadito RyR2 csatorna expresszidja
hasonl6 volt a kontroll értékhez (relativ expresszid: 92,3+25,2%). A Ca®" eltavolitd
enzimek kozil az NCX expressziojara szintén nem gyakorolt hatast a fruktdéz gazdag
di¢ta. Ellenben a SERCA2a protein szintje tobbszordosen megemelkedett az érintett
szivekben. A SERCA2a f6 szabalyzo proteinje a PLB szintje nem kiilonb6zott a két

csoportban, mig a foszforilalt forma (P-PLB) szintje jelentésen meghaladta a kontroll

értéket.
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12. Abra A SR transzporterek kinetikai paramétereit a Ca®* tranziens matematika
modell alapjan becsiilt értékei: a RyR2 Ky (&) €s tryre (D) paraméterei és a SERCA2a
Vmax (€) és km (d) értéke a kontroll (0 n=5) és fruktdz taplalt (m n=6) allatokban
nyugalmi allapotban és 5 uM ciklopiazonsav (CPS) hatast kovetden. * jelzi a
szignifikans kiilonbséget a fruktdz taplalt és az azonos koru kontroll egyedek kozott; #
jelzi a szignifikans kiillonbséget a CPA hatas és nyugalmi allapot kozott a kontroll és a

fruktoz taplalt csoportban (p<0,05).
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13. Abra A fruktoz taplalt és a kontroll allatok szivébél vett mintan készitett Western
blot analizis sordn késziil reprezentativ képeket lathatjuk, amelyeken a RyR2, NCX,
SERCA2a, PLB, P-PLB ¢és GAPDH fehérjeszintjei abrazolodnak. A GAPDH
denzitometrias értékei hasonloak mindkét csoportban, amibdl lathat6, hogy egyenld
mennyiségli fehérje keriilt a SDS lapra. A tovabbi kisérletek is hasonlé eredményre
vezettek (a). A fruktdz taplalt allatok Ca?* szabalyzo6 fehérjéinek relativ expresszidja a
kontroll allatokban mért értékek szazalékaban kifejezve (n=3-5) (b). * jelzi a
szignifikans kiilonbséget a fruktoz taplalt és a korazonos kontroll egyedek kozott

(p<0,05).
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6. Megbeszélés

6.1. MLP-KO

Arber és mtsai MLP-KO egercken végzett vizsgalatai soran két fenotipust azonositottak:
a korai fenotipust letalis kardidlis sejtszerkezetvaltozas jellemzi, ami miatt a sziiletést
kovetd két héten beliil elpusztul, és a késdi fenotipust, ami annak ellenére, hogy nem
rendelkezik MLP génnel, megéli a felndtt kort. Arber és mtsai genetikai kiilonbséget
feltételeztek a két fenotipus kozott. Mésrészt a sziiletés utan a beteg szivekben hirtelen
fellépd tényezok (szisztamas és lokalis szignalok, falfesziilés fokozddas) kedvezdtlen
egylitthatdsa valthatja ki azt a gyors patologias reakciot, amely révid idén beliil

szivelégtelenséghez vezet (Arber és mtsai 1997).

Az MLP hianyos humén kardiomiopatias esetek viszonylag késén keriilnek
felismerésre, atlagosan 48 éves életkorban. Az a megfigyelés, hogy mind a human
esetekben késén torténik a diagnozis, mind az egérkisérletekben késén manifesztalodik
a szivelégtelenség, kompenzacidos mechanizmusok jelenlétét tamasztja ala. A folyamat
pontos részletei nem ismertek. Mivel a kalcium ionok fontos szerepet jatszanak a sziv
kontraktilis folyamataban, feltételezhetd egy adaptiv, kalcium szabalyozashoz
kapcsolddd mechanizmus a betegség korai szakaszaban, amely kompenzalja az MLP

gén hianya altal okozott hatranyos hatasokat a beteg szivekben.

Ezidaig szamos tanulmany foglalkozott az inotrdp €s luzitrdp diszfunkciok hatterében
lezajlo Ca®"; valtozasok feltérképezésével (Antoons és mtsai 2006, Esposito és mtsai
2000, Lorenzen-Schmidt és mtsai 2005, Su és mtsai 2001). Ezek a tanulmanyok izolalt
szivizomsejteken végzett kisérleteken alapultak, és eredményeik ellentmondasosak
voltak. Egy résziik a Ca®*; tranziens novekedését (Antoons és mtsai 2006, Su és mtsai
2001), mas része a tranziens csokkenését mutatta (Esposito ¢és mtsai 2000).
Feltételezhetjiik, hogy a kiilonbségeket a kisérleti koriilmények eltérései
eredményezhették. Az izolalt szivizomsejtek sok szempontbol kiilonbéznek az intakt
szivben fellelhetdkétol, példaul az eltérd mechanikus terhelés, intersticialis matrix és
folyadék hianya. Kisérleteinket ex vivo perfundalt intakt sziveken végeztiik, amelyek

kozelebb éllnak az in vivo szitudcidhoz, mint az izolalt sejtes vizsgalatok.

66



DOI:10.14753/SE.2014.1900

A jelen tanulmany egyértelmiien igazolja, hogy a MLP-KO egerek alacsonyabb
SERCA2a mRNS szinttel és protein szinttel rendelkeznek, valamint ennek
kovetkezményeként csokkent luzitrop funkciot mutatnak 3  honapos korban
Osszehasonlitva az azonos kort kontrollokéval. 9 hénapos korban sem a SERCAZ2a
MRNS szintje, sem a relaxacio dinamizmusa nem kilonbozott az egészséges
egyedekétdl. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a MLP-KO szivek képesek
adaptiv mechanizmusokat mozgoésitani a kor eldrehaladtaval. A legvalosziniibb
folyamat a SERCA2a expresszidjanak novekedése. Ennek az adaptiv folyamatnak a
létezését Constandi és mtsai (Constandi ¢és mtsai 2006) korabbi tanulmanyai is
alatamasztjak, melyben leirtak az MLP-KO szivek luzitrop €s inotrép funkcio javul 15
¢és 31 hetes kor kozott. Az itt kozolt adatok hasonldak a 6 honapos MLP-KO izolalt
szivizomsejteken végzett vizsgalatok eredményeihez, ahol normélis vagy fokozott SR
aktivitast talaltak (Su és mtsai 2001). Korabbi életkorban végzett vizsgalatok nem allnak

rendelkezésre az irodalomban.

A nyugalmi allapotban rogzitett Ca?"; tranziens 3 hoénapos korban nem kiilonb6zott a két
csoport kozott. A normalis Ca?*; tranziens alacsonyabb SERCA2a expresszioval arra
utal, hogy a SERCA2a mennyiségének csokkenése ellenére a szivizomsejt megfeleld
sebesseéggel képes visszapumpalni az Ca”" a SR-ba, mas szoval a SERCA2a tartalék
kapacitasa nem meriil ki az adott koriilmények kozott. Ez a jelenség, ha csak részben is,

de magyarazhat6 a PLB csokkent szintjével.

A luzitrép funkcio (csokkent) és a Ca’*; eltavolitas foka (véltozatlan) kozotti
aranytalansagot a 3 honapos MLP-KO allatokban a kontraktilis apparatus fokozott Ca**;
érzékenysége okozhatja. Ezt timasztja ald Van der Velden és mtsai (Van der Velden és
mtsai 2003) tanulmanya is, melyben ramutat a kontraktilis egységek fokozott Ca?';
szenzitivitasara a beteg szivekben, ami magyarazhatja a diasztolés relaxacio

csokkenését normalis Ca™*; korforgas és koncentracié mellett.

A SERCAZ2a, a Ca®*; és a kontrakcids teljesitmény kozotti kapesolat alaposabb
megismerése érdekében az izolalt sziveket CPS (SERCA2a blokkold) hatasanak tettiik
ki. Ennek eredményei vildgosan mutatjadk, hogy a 3 honapos MLP-KO szivek
érzékenyebbek a CPS-ra, mint a 9 honapos MLP-KO szivek dsszevetve az azonos kort
kontroll szivekkel. CPS hatdsara mind az inotrop, mind a luzitrop funkcid

szignifikansan véltozott (4. Abra), valamint a végdiasztolés nyomas majdnem
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kétszeresére emelkedett a 3 honapos szivekben. A CPS adagolas a 9 honapos szivekben
nem fedett fel kiilonbséget a funkcionalis paraméterekben a két csoport kozott, ami utal
a Ca?*; kapcsolt kompenzacids mechanizmus jelenlétére a felnétt MLP-KO
fenotipusban. Ezt a feltételezést tdmasztja ala az a megfigyelés, miszerint a CPS Ca™';
visszapumpalaséara (-dCa®*i/dtnax, 5b. Abra) kifejtett csokkentd hatésa elég kifejezett a 3
honapos MLP-KO egerekben, ugyanakkor 9 honapos korban gyakorlatilag hianyzik.
Ugyanez érvényes a végdiasztolés Ca?*; koncentraciora. A 3 honapos MLP-KO szivekre
kifejtett CPS hatas a csokkent SERCA2a mRNS és fehérje szinttel magyarazhaté (6a.,
8a. Abrak).

A SERCA2a aktivitas nem itélhetd meg a PLB expresszid és a PLB foszforilaltsagi
szintjének ismerete nélkiil. A PLB mRNS és protein szint hasonl6 lefutdst mutat mint a
SERCA2a mRNS és protein szint véltozasa (6., 7., 8. Abra). 3 honapos korban a PLB
(mMRNS) szint alacsonyabb volt az MLP-KO szivekben, és hasonld mértékben
emelkedett 9 honapos korig, mint a SERCA2a expresszio. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak azokkal a tanulmanyokkal, amelyek szintén a SERCA2a és a PLB
parhuzamos valtozasat mutattak ki kiilonboz6 szivelégtelenség modellekben (Kiss és
mtsai 1995, Qi és mtsai 2010). A 9 honapos MLP-KO egerekben a PLB expresszio
magasabb volt, mint a korazonos kontroll csoportban. Ugyanakkor ez nem tiikr6z6dott a
SERCA2a fokozott gatlasdban, mivel megfigyelhetd volt a luzitréop diszfunkcio
normalizaldédasa, valamint eltint a CPS-ra adott fokozott, diasztolés Ca®*'i-t emeld
valasz. Ezt a jelenséget a PLB megvaltozott foszforilaltsagi szintje magyarazhatja, de

ezt a jelen tanulményban nem vizsgaltuk.

Davidson és Koch tartos csokkenést észlelt a f-adrenerg receptor aktivitasban az MLP-
KO szivekben. Tanulmanyukban sikeriilt visszaallitaniuk a B-adrenerg valaszt egy a -
adrenerg receptor kinazt 1 gatlo szivcélponta transzgénnel (Davidson és Koch 2001).
Mivel a fokozott BARKI1 aktivitas gatolja a B-adrenerg receptor aktivitast, ezért a
BARKI1 hianya feltételezhetden noveli a B-adrenerg receptor funkcidjat (Rockman és
mtsai 1998). Annak ellenére, hogy kisérleteinkben az izolalt sziveket izoproterenol
hatasanak tettiik ki, nem figyeltiink meg kiilonbséget izoproterenolra adott valaszok
tekintetében (a hemodinamikai, és a Ca®*; paraméterek esetén sem) a kontroll és MLP-
KO csoport kozott egyik életkorban sem (1. Tablazat, 4., 5. Abrak). Emiatt az
eredményeink nem Osszeegyeztethetéek a korabbi tanulmanyban megfigyelt B-adrenerg

receptor aktivitas csOkkenéssel (Davidson ¢€s Koch 2001). A két tanulméany kozotti
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eltérés nem egyértelmii, mas, a jelatviteli Gtvonalban mashol elhelyezkedd valtozas

feltételezhetO.

Az Ca;®* homeosztazisban fellépd valtozas eméletileg magyarazhato lenne mas, a Ca®*
szabalyozasban résztvevd fehériek (NCX, RyR2) funkciondlis vagy expresszios
valtozasaval. Bar vizsgalatainkban nem volt kimutathatd kiilonbség az emlitett fehérjék
szintjében az MLP-KO ¢és a kontroll csoport kozott, a funkciondlis eltérés nem
kizarhat6. Ezek az eredmények Osszhangban vannak Antoon és mtsai (Antoon €s mtsa
2006) vizsgalataival, amik szintén nem mutattak valtozast az NCX szintben a 3 honapos

MLP-KO szivekben.

Fontos szerepe lehet annak a megfigyelésnek, hogy a 3 honapos MLP-KO szivek
korondria 4ramlasa bazalis allapotban szignifikdnsan magasabb volt az azonos
kortakénal. Atlagosan a 3 honapos egerekben 61%-kal emelkedett a korondria dramlas
a vazodilatacié miatt, ugyanakkor a sziv energiasziikséglete feltételezhetéen valtozatlan.
Ez a megfigyelés felfedheti a kémiai energia mechanikai energidva alakitasanak
csokkent hatékonysagat, bar a pontos mechanizmus nem teljesen tisztdzott. Van den
Bosch és kollégai mitokondrialis diszfunkciot mutattak ki MLP-KO egerekben, ami
energia deficithez vezet (Van den Bosch 2005). Ez indokolhatja a magasabb koronaria
aramlast a 3 honapos MLP-KO egerekben a kontrollhoz viszonyitva. A korondria
aramlas szazalékos emelkedése 9 honapos kora MLP-KO szivekben 29%-ra esik vissza
az azonos koru kontrollhoz képest, ami a sziv energiahatékonysagéanak javulasara utal a

kor el6rehaladtaval.

6.2. Metabolikus szindroma indukalta kardiomiopatia

A fejlett tarsadalmakban a metabolikus szindroma gyorsan ndvekvd prevalenciat mutat
¢s a szivérrendszeri haldlozas f0 rizikofaktorai kozott szerepel (Day 2007, Eckel és
mtsai 2011). Az erekre kifejtett hatasok mellett, aminek soran fokozott ateroszkler6zis
¢s endotelidlis diszfunkci6 alakul ki, a metabolikus valtozasok akadalyozzak a
kardiomiocitdk normalis anyagcseréjét. Felhalmozodnak a lipidmetabolizmus
koztitermékei a fokozott szabad zsirsav felhasznalas miatt (lipid shift), megvaltozik a
kardiomiocitak fehérjedsszetétele a csokkent inzulin hatds miatt, valamint aktivalodik a
renin-angiotenzin rendszer (Adeghate 2004, Asghar és mtsai 2009, Coort és mtsai 2007,
Dhalla és mtsai 1998, Falcao-Pires és Leite-Moreira 2011, Fang és mtsai 2004).

Ezekhez a valtozasokhoz hozzaadodik a magas vérnyomas kozvetlen hemodinamikai
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hatdsa a miokardiumra. Ezek a faktorok nagy része kozvetetten (oxidativ stress) vagy
kozvetleniil megzavarja a membrantranszport folyamatokat, és ezaltal csokkenti a
kardiomiocitdk ion homeosztazis fenntartd képességét, igy koztik a kalcium ionét.
Mivel a Ca®; kozvetleniil hat a kontraktilis teljesitményre, ezért a kalcium
szabalyzasnak kozvetelen hatisa van a kardidlis funkcidra. Szamos humén ¢és
allatkisérletes tanulméany bizonyitja, hogy a Ca®*; homeosztazis megvéltozasa f6
szerepet jatszik a kardidlis teljesitmény romlasdban kiilonboz6é szivbetegségben.
Gyakran a SERCA2a funkcié valtozéasa tehetd felelossé, amit vagy a transzporter
fehérje vagy a regulator fehérje expresszidjanak valtozasa hoz létre (Arai és mtsai 1994,
Bers 2000, Choi és mtsai 2002, Netticadan és mtsai 2001, Pieske és mtsai 1999,
Takizawa és mtsai 1999). Annak ellenére, hogy nyilvanvalo kapcsolat van a Ca?%;
szabalyzas zavara és a csokkent szivteljesitmény kozott, kettdjikk viszonya sokkal
Osszetettebb. Ez kiilondsen igaz a metabolikus szindrémara, ahol a sziv tobb karosito
tényez6 hatdsanak van kitéve (inzulin rezisztencia, hipertenzio, diszlipidémia) (Tran és
mtsai 2009). Sajat eredményeink alapvetd informaciokkal szolgalnak az Ca'; szabalyzo
folyamatok sajatossagair6l a sziv pumpafunkcio viszonyaban a metabolikus szindréma

allatkisérletes modelljében.

Kisérleteinket a betegség olyan stadiumaban hajtottuk végre, amikor a metabolikus
szindroma tiinetei (magas vérnyomds, inzulin rezisztencia, szérum lipid eltérések)
megjelentek, ugyanakkor a szivfunkcid6 még kompenzalt. Tanulmanyunk egyedi abban
az értelemben, hogy az izolalt sziv Ca®"; tranziens mérését az alap hemodinamikai
paraméterek rogzitésével egyiitt végeztik. Ez lehetéséget teremtett arra, hogy
megbizhatdbban viszonyitsuk ezeket az értékeket a kardidlis funkcidhoz, mint az izolalt
sejtes kisérletekben. Tovabba kisérletiinket kiegészitettiik in vivo echokardiografiaval és
a Ca®; szabalyzo fehérjék expresszidjanak meghatarozasaval. A laborunkban
kifejlesztett matematikai modell segitségével meghataroztuk a SERCA2a miikodési
sajatossagait. Kisérleteink eredményei Osszefoglalva a kovetkezok: 1. metabolikus
szindromaban a SERCA2a funkcid csokkenése megeldzi a manifeszt szivdiszfunkciot,
2. a betegség ezen stadiumaban a SERCA2a aktivitas csokkenésének hatterében nem a
pumpa expresszidjanak csokkenése, hanem funkcionalis defektus all, ugyanakkor az
aktivalodé kompenzacidos mechanizmusok fenn tudjdk tartani a fiziologids

transzporterkapacitast és igy a kontraktilis teljesitményt.
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A szivfunkcio teljes vizsgalata nem mutatott eltérést a bal kamrai szivfunkcidban
nyugalmi koriilmények kozott. Az emelkedett szivtomeg — testtdmeg arany és a
vastagabb interventrikularis szeptum arra utal, hogy az adapticid6 a bal kamrai
hipertrofia segitségével jott 1étre. A bal kamrai hipertrofia jellemezhet6 a génexpresszid
valtozasaval ¢és a kontraktilis proteinek izotipus valtasaval (Glennon 1995), ami a
mechanikai stressz enyhitése miatt jon Ilétre. Ugyanakkor a hipertrofizalt sziv
tulajdonsagai nagymértékben kiilonboznek a normalistol, és eldrevetitik a kardialis
diszfunkcio lehet6ségét (Ter Horst 2011). Ilyenkor a ragcsalok szivében miozin nehéz
lanc (MHC) izotipus valtas jon létre, mely soran az o MHC-t B MHC helyettesiti. Ez a
kontraktilis fehérjék lassabb rovidiiléséhez vezet. Szamos tanulmanyban megtalalhato,
hogy a cukorbeteg és nyomas tulterhelt szivekben a fruktoz taplalas a MHC atirasat
fokozza (Dillmann 1984, Pillai és mtsai 2008). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a mi
modelliinkben a szivhipertrofia ellenére izotipus valtas elmaradhat, hogy megel6zze a

kontraktilis funkcié csokkenését.

A falvastagsag novekedése mellett a bal kamra tdgulata is észlelhetd. A megemelkedett
sziv méret, ugyanakkor nem jar egyiitt a vérellatds novekedésével (5. Tablazat). A nem
megfeleld vérellatas ujabb karos mechanizmusok aktivalodasat vonhatja maga utan. A
sziv szisztolés és diasztolés hemodinamikai funkcioja nem tért el a két csoportban (10.

Abra, 5. Tablazat).

Ugyanakkor a Ca”; tranziens elemzése alapveté eltéréseket mutatott a Ca®';
szabalyozasban mar nyugalmi allapotban is. A Ca®'; eltavolitds sebessége csokkent a
diasztolé soran és a Ca®'; tranziens amplitudo is kisebb a fruktoz taplalt patkanyok
szivében (-dCa2+i/dtmaX, DTso11c., 11d., 11e. Abrék). A kontrakciot kivaltéo Ca®" 90%-a
a SR ¢s a citoszol kozott cirkulal (Bers 2000), emiatt a Ca® szekvesztracio csokkenése
a SERCA2a funkcidjanak csokkenésére utal. A szisztole soran kialakulo Ca?'; szint
csokkent, valdszintileg a SR alacsonyabb Ca?* toltottsége miatt, amit a SERCA2a

alacsonyabb transzport kapacitasa okozhatott.

A Ca® szabalyozas eltérését a SERCA2a mellett az akcidés pontencial
meghosszabbodasa is okozhatja, mivel egyes tanulmanyokban kimutattdk, hogy
kiilonbsz8 szivbetegségekben csokkenti a Ca®j tranzienst (Aiba és Tomaselli 2010,
Howarth és mtsai 2009). Technikai okok miatt kisérleti elrendezésiink nem volt

alkalmas az akcios potencidl iddétartaménak mérésére. Ugyanakkor Shimoni ¢€s
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munkatarsai kimutattak azonos allatkisérletes modellben, hogy a frukt6z gazdag diéta
nem valtoztatta meg az akcids potencial idétartamat, ezért az akcios potencidl esetleges

valtozésa nincs jelentés hatassal a Ca®* szabalyozasra modelliinkben (Shimoni és mtsai

1998).

A megfelel6 SERCA2a funkciét szamos faktor befolydsolja. Ezek kozott vannak a
transzporter funkciondlis sajatossagai, expresszidjanak abszolut mértéke, valamint
viszonylagos szintje, 0sszehasonlitva a szabalyzo fehérjéjének (PLB) expressziojaval és
a PLB foszforilacios szintjével (Periasamy és mtsai 2008). A SERCA2a diszfunkcio
eredhet a transzporter megemelkedett ky-jéb6l vagy a csokkent Vmax-jabol. A modell
becslése alapjan a SERCA?2a kinetikus paraméterei koziil a ky, érték emelkedett, vagyis
csokkent a Ca® iranti affinitésa, ellentétben a szignifikansan magasabb transzport
aktivitassal (Vmax) (12, 12d. Abrak). A SERCA2a expresszidja jelentdsen
megemelkedett az érintett patkanyok miokardiumaban (13. Abra). A PLB fehérje szintje
ugyanakkor valtozatlan maradt, ami a SERCA2a/PLB arany emelkedés¢hez, a
SERCAZ2a funkcid novekedéséhez vezetett. Ezt a hatdst még tovabb erdsitette a beteg
szivek PLB-janak fokozott foszforilacids szintje (8. Abra). A Ca?* szekvesztracio (-
dCa?*i/dtma) Mértéke a transzporter affinitasanak és transzport kapacitasanak egyiittes
hatasaként alakul ki. A metabolikus szindrémaban megfigyelt valtozasok, a csokkent
SERCA2a funkcid, feltételezhetéen a csdkkent Ca®" affinitassal magyarazhato. A
betegség ezen stddiumaban kompenzacidés mechanizmusok indulnak be. Ezek kozott
van a SERCA2a expresszio fokozodasa, valamint a PLB-t foszforilald mechanizmusok
aktivalodasa, ami kozvetetten hat a SERCA2a Ca®" affinitasara. A kompenzacios
folyamatok eredményeképpen, a SERCA2a traszport aktivitdsa fokozodik (12c. Abra).
A PLB magasabb foszforilacidjanak ellenére a transzporter Ca®" affinitasa alacsonyabb
marad a fruktoz taplalt patkanyokban (12d. Abra), emiatt a SR-ba visszapumpalt Ca?*

mennyisége nem €ri el a kontroll értéket.

Jol ismert, hogy szivelégtelenségben csokken a SERCA2a funkcid €s expresszio (Bers
2000, Periasamy és mtsai 2008). Kisérleteinkben a szivek SERCA2a fehérje szintje
emelkedett a metabolikus szindromaban szenvedd patkanyokban (13. Abra). Ez az
ellentmondas abbdl eredhet, hogy vizsgalatainkat a szivelégtelenség korai fazisaban
végeztiik, amikor a sziv még képes volt adaptalodni. Elképzelhetd, hogy a SERCA2a
upregulacioja kompenzalja a metabolikus szindroma miatt csokkent SERCA2a funkciot.

Ugyanakkor a magasabb szami SERCA2a miatt kialakult fokozott energiaigény kéros
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is lehet a csokkent koronaria ellatas €s a sériilt anyagcsere miatt. Ilyen koriilmények
kozott a SERCA2a expressziojanak csokkenése egy ésszerlibb adaptiv folyamat lenne a

sziv szamara.

A cAMP fiiggé PKA a Serl6-nal, a membran kapcsolt Ca?*-kalmodulin kinéz a Thrl7-
nél foszforilalhatja a PLB-t, ami néveli a SERCA2a Ca®" affinitasat (Koss & Kranias
1996, MaclLennan ¢és Kranias 2003). Kisérleteinkben a PLB Serl6-nal tortént
foszforilaltsagat vizsgaltuk, amely foéként a 3-adrenerg stimulaci6 kovetkezménye (Li és
mtsai 2000). Mivel a Western blot tesztet a kisérleti protokoll utan végeztiik, 90 perccel
a sziv izolacidja utan, ezért a magasabb foszforildlt PLB szint a fruktdéz taplalt
patkanyokban nem tulajdonithat6 a fennallo B-adrenerg aktivacionak. Feltételezhetden a
postreceptorikus enzimatikus mechanizmusok upregulacioja lehet felelés a magas P-

PLB szintért, még -adrenerg stimuldcié hianyaban is.

Meg kell emliteni, hogy a beteg patkanyok sziveiben a szivelégtelenség ezen fazisaban,
nyugalmi koriilmények kozott a Ca?* eltavolitis sebességében bekdvetkezd csokkenés
nem jar egylitt a luzitrop funkcidé romlasaval. Ez magyardzhat6 azzal a folyamattal,
hogy a kontraktilis apparatus Ca®* érzékenysége csokken a Tn-I foszforilacid hatdséara
(Li és mtsai 2000). Elképzelhetd, hogy ez a kompenzacios folyamatok részeként

aktivalodo foszforilacios folyamatokhoz tartozik.

Az érintett szivek SERCA2a diszfunkcidja még hangstlyosabba valik ciklopiazonsav
alkalmazasa soran. A CPS emeli a SERCA2a kp-jét mindkét csoportban. Igy ez a
paraméter magasabb a fruktoz taplalt patkdnyokban mind bazalis allapotban, mind CPS
adagolas soran. CPS hatdsara a SERCA2a Vpax-a csokkent, és a kiindulasi kiilonbség a
kontroll és fruktdz taplalt patkanyok kozott eltlint, ami a beteg szivek fokozott
sériilékenységét mutatja. A megfigyelt CPS hatas egyezik a kordbbi tanulmanyokkal,
amiben ugyanugy kimutattdk a CPS hatésara bekovetkez6 SERCA2a Ca?* affinitas és
transzporter aktivitds csokkenését (Martinez-Azorin 2004). A CPA hatéséara
bekovetkezd SERCA2a funkcid csokkenés jelentds valtozasokat eredményez mind a bal
kamra Ca”* homeosztazisaban, mind a bal kamra hemodinamikai funkciojaban (5.
Tablazat, 10., 11. Abrak). Csokken a Ca®*" szekvesztracio (-dCa®*/dt, DTso 11c., 11e.
Abrak), ami a végdiasztolés [Ca?*] (11a. Abra) emelkedéséhez vezet és a Ca* tranziens
ampitado csokkenését eredményezi (11d. Abra). Ezek a Ca®" homeosztazisbeli eltérések

megjelennek a hemodinamikai paraméterek valtozésaban is, igy valtozik a luzitrop
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funkcid (-dP/dtyay), a végdiasztolés nyomas (10a., 10c. Abrak) és a pulzusnyomas (5.
Tablazat). A CPS adagolas alatt fellépé RyR2 csatorna konduktancia csokkenés (kep,
12a. Abra) és a kovetkezményes Ca®" felszabadulas-sebesség (+dCa®*i/dt, 6b. Abra) és
inotrop funkcid csokkenés az SR alacsony Ca* telitettsége miatt kovetkezik be, ami a
SERCA2a csokkent funkcidjanak indirekt kovetkezménye. A CPS altal kivaltott
véaltozasok mind a Ca?* homeosztazisban, mind a hemodinamikai funkcidban
fokozottabbak a metabolikus szindroméban szenvedd patkanyok sziveiben, ami azt
jelzi, hogy a CPS gatlas nagyobb karokat okoz a szivfunkcidoban, azokban a szivekben,
amelyek mar alkalmazkodtak a csokkent SERCA2a funkcidhoz és kimeritették
rezervkapacitasukat. Az adapticiés mechanizmus eredményeképp nyugalmi
koriilmények kozott nincs diszfunkcid, hasonldan az egészséges szivekhez. Ugyanakkor
a megnovekedett CPS érzékenység mutatja, hogy a kompenzacios mechanizmusok

s r 7 2+ ’ , o , ror
kapacitasa véges és a Ca”" szabalyozas az 6sszeomlds hataran van.

A CPS indukalt hemodinamikai eltérések egyértelmli kovetkezményei a Ca’%;
szabalyozasban bekovetkezd valtozasoknak, ugyanakkor nem zarhat6 ki, hogy ebben
szintén szerepet jatszik a csokkent koronaria aramlds, amit az ér simaizomra kifejtett
CPS hatas okoz (5b. Tablazat). A koronaria perfuzié mindkét csoportban hasonld
mértékben csokkent (a nyugalmi érték 80+5%-ra a kontroll csoportban, és 77+5%-ra a
fruktoz taplalt csoportban). Feltételezhetéen ez a kozel ugyanakkora csokkenés az
aramlasban ugyanakkora esést eredményezne a szivfunkcioban, tehat a megfigyelt
kiilonbség a csoportok kozott csupan a CPS kardiomiocitdkra kifejtett hatasan alapul.
Feltételezziik, hogy a metabolikus szindroémaban kialakuld szivelégtelenségben az els6
jelentds eltérés a SERCA2a funkci6 csokkenése. A SERCAZ2a diszfunkcidja szamos, a
szivre hatd metabolikus eltérés kovetkezménye lehet. Az inzulin rezisztencia
kialakuldséval a szabad zsirsavak felvétele €s felhaszndldsa meghaladja a gliik6zét (lipid
shift), (Coort és mtsai 2007, Dhalla és mtsai 1998). Emellé tarsul a magas triglicerid és
FFA plazma szint. A lipid shift eredményeként a hossza szénlanct zsirsavak ¢€s a lipid
metabolizmus potencialisan karos koztitermékei felhalmozdodnak a szivizomsejtekben,
zavart okozva a sejt szigndlmechanizmusaiban és destabilizdlva a membrant, ami
gatolja az ion transzporterek normalis miikddését a sejtmembranban (Coort és mtsai.
2007, Daniels és mtsai 2010, Falcao-Pires és Leite-Moreira 2011). A metabolikus
szindromaban az inzulin rezisztencia miatt kialakult lipid shift, a nagy mennyiségl
oxidalt glikalt fehérjék, valamint az endotelidlis diszfunkcié és a helyileg aktivalodo

renin-angiotenzin rendszer miatt az oxidativ stressz nagy mennyiségii reaktiv gyok
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kialakulasahoz vezet (Adeghate 2004, Asghar ¢és mtsai 2009, Dhalla és mtsai 1998,
Falcdo-Pires és Leite-Moreira 2011). A metabolikus szindroma diabéteszes eltérései
csokkent antioxidans kapacitassal jarnak (Babujanarthanam és mtsai 2011). Az oxidativ
stressz felgyorsitva a membran remodelinget megvaltoztatja a transzporterek

fizikai/fiziologiai kérnyezetét megzavarva az ion transzportot.
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7. Kovetkeztetések

Kisérleteink azt mutatjak, hogy a 3 hénapos MLP-KO szivekben, a Ca®%;
szabalyozasban megfigyelt valtozasok ideiglenes jelleglieck. A 9 hoénapos allatok
hemodinamikai funkcidja és Ca2+i homeosztazisa nem tér el a kontroll értékektol, ami
alapjan feltételezhetjiik bizonyos kompenzacids folyamatok jelenlétét. Ebben szerepet
jatszhat a SERCA2a expresszidjanak normalizalodasa a kardiomiopatids szivekben. A
szivizom kontraktilis hatékonysaga szintén atmeneti jelleggel csdkken a betegség korai
stadiumaban. Ezek a megfigyelések alapjan a MLP-KO szivekben miikodik egy adaptiv
mechanizmus, amely képes a szivizom hemodinamikai és Ca®'; homeosztazis eltéréseit

kompenzalni a kor elérehaladtaval.

A metabolikus szindroma allatmodelljében Kimutattuk, hogy a kardialis diszfunkcio
korai szakaszaban az Ca2+i szekvesztracio csokken, ami a SERCA2a diszfunkcidjanak
kovetkezménye. A SERCA2a funkcid csokkenése a metabolikus szindroma anyagcsere-
elvaltozésainak és az oxidativ stressz kovetkezményeként johet létre. Az ca®;
szekvesztracié zavara kompenzacios mechanizmusokat indit el, amelyek a SERCA2a
korai stddiumdban, amikor még a nyugalmi hemodinamikai funkci6 megtartott,
helyreallitjak Ca?, szabalyozast. Ennek az allapotnak a fenntartdsa a rezervkapacités

felhasznaldsaval jar, ami igen sériilékennyé teszi a szivet a tovabbi terhelésre.
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8. Osszefoglalas

Az egészségtelen életmoddal parhuzamosan né a metabolikus szindroma (MetS) és a 2-
es tipusu diabétesz, igy az anyagcsere eltérések soran kialakuld kardiomiopatiak
prevalencidja is. A familidris alapon jelentkez6 kardiomiopatidkban, hasonldéan a
szerzett formakhoz a korai diagndzis és adekvat terapia elengedhetetlen a betegség
progresszidjanak lassitasdhoz. A MetS-t kiséréd kardidlis anyagcserevaltozasok az
intracellularis kalcium (Caz+i) szabalyozas mddosulasaval jarnak, ami a szivelégtelenség
kialakulasanak egyik kiemelt szerepldje. Egyik kérdéskoriink tisztazasahoz a primer
dilatativ kardiomiopatia elterjedt MLP-KO (musle lim protein knock out) egér modelljét
hasznaltuk. Ennek felnétt fenotipusa hosszu ideig talél, annak ellenére, hogy genetikai
hibaja korai szivelégtelenségre predesztinalja. Célunk a jelenség hatterében allo adaptiv
mechanizmusok megismerése mellett annak tisztazasa, hogy ebben mi a szerepiik a
Ca?*i-t szabalyozd folyamatok valtozasainak. Masik célunk az volt, hogy a ca’";
homeosztazis valtozasat leirjuk a MetS-t kisérd kardiomiopatia korai stddiumaban.
Kisérleteinkben izolalt sziveken a hemodinamikai teljesitménnyel parhuzamosan Indo-1
sejtfelszini fluorometridval mértiik a Ca®'i-t. Az MLP-KO egereket 3 és 9 honapos
korban vizsgaltuk. A MetS vizsgalata 6 hétig fruktoz-diétan tartott patkanyokon tortént.
Az izolalt sziveket B-adrenerg aktivacionak és SERCA2a gatlo CPS hatasnak vetettiik
ald. Tovabba, a MetS modellben a kisérletek eldtt echokardiografiat, illetve a Ca2+i
tranziens elemzésére matematikai modellt hasznaltunk, ami alapjan becsiiltiik az SR
Ca?*; transzportereinek kinetikus jellemz6it. Megmértiik a Ca®*; szabalyozasért felels
3 honapos szivekben taldltunk eltérést: az izolalt szivek luzitropidja csokkent. B-
adrenerg agonista hatasara mindegyik csoport hasonloan reagalt, ugyanakkor a CPS a 3
honapos MLP-KO szivekben nagyobb mértékben megemelte a végdiasztolés Ca®'i-t, és
csokkentette a Ca®*; szekvesztraciét a hasonld koru kontroll csoporthoz viszonyitva. Ez
a kiilonbség nem volt megfigyelhetd az iddsebb allatokban. A SERCA2a expresszidja
csokkent a 3 honapos MLP-KO éllatokban mind az azonos kort kontrollhoz, mind a 9
honapos MLP-KO allatokhoz képest. A MetS kardiomiopatiaban az echokardiografia
szivizom-hipertofia jeleit mutatta. Sem in vivo, sem izolalt sziv méréseink soran nem
észleltiink hemodinamikai eltéréseket, ugyanakkor a Ca®; szekvesztracio csokkenését
tapasztaltuk. A modell analizis a SERCA2a Ca?" affinitds csokkenését és a Viax
novekedését mutatta. A kardiomiopatidban szenvedd szivek CPS adagolasara
Kifejezettebben reagaltak. Western blot vizsgalat a SERCA2a és a foszforilalt
foszfolamban protein szint emelkedését mutatta, de a PLB teljes mennyisége nem
valtozott. A MLP-KO szivek vizsgalata soran szerzett adatok egy adaptacios
normalizalja a 3 honapos MLP-KO szivekben sériilt hemodinamikai funkciot. A MetS
patkanyok sziveiben korai stddiumban létrejové SERCA2a zavar nem jelenik meg a
PLB foszforilaciénak koszonhetd. Az egyensulyi allapotot fenntartd kompenzacios
folyamatok kimeritik a sziv rezervkapacitdsat, ami sebezhetdvé teszi a sziveket a
tovabbi SERCA2a gatlassal szemben.
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9. Summary

Due to sedentary lifestyle and high calorie intake the prevalence of metabolic disorders,
metabolic syndrome (MetS),diabetes mellitus and the subsequently developing non
familial cardiomyopathies is increasing. The early diagnosis and adequate therapy of
familial and non familial cardiomyopathies are neccesery to abort their progression.
Cardiac metabolic disorder caused by MetS leads to changes in intracellular Ca®* (Ca*")
homeostasis which plays an important role in the pathology of heart failure. A widely
used murine model of familial dilated cardiomyopathy, the MLP-KO (muscle lim
protein knock out) mouse was investigated in our experiments. Its adult phenotype
survives despite of its genetic defect which predestines it to develop heart failure. Our
aim was to verify adaptive mechanisms and to define the role of alteration of Ca?*;
homeostasis in this process. Our second aim was to describe the disturbance of Ca?";
regulation in the early stage of MetS induced cardiomyopathy. In isolated heart
experiments Indo-1 surface fluorometry was used to measure intracellular Ca*
concentration parallel to the registration of hemodynamic parameters. 3 and 9 months
old MLP-KO animals were examined, whereas in the MetS experiments rats were fed
with fructose rich diet for 6 weeks. Isolated hearts were exposed to [-adrenergic
activation and the SERCAZ2a inhibitor cyclopiasonic acid (CPA). In addition to these, in
the MetS experiments echocardiogaphy was performed and a computational model was
used to analyze the Ca?'; tranzients to estimate the kinetic parameters of SR Ca*
transporters. The protein concentration and mRNA levels of key enzymes of Ca®';
homeostasis were also measured. Alterations in the hemodynamic function could only
be observed in the 3-month old MLP-KO hearts, indicating decreased lusitropic
function. B-adrenergic activation showed similar changes in all groups, however, the
effect of CPA was exaggerated in the 3-month old MLP-KO animals: the end-diastolic
Ca?*; concentration significantly increased and the Ca®*; sequestration significantly
decreased compared to control hearts. This difference could not be observed in the older
animals. The SERCAZ2a expression was lower in 3-month old MLP-KO animals
compared to both control and 9-month old MLP-KO animals. In the MetS hearts
echocardiography showed signs of cardiac hypertrophy. No alterations in the
hemodynamic parameters could be observed in the fructose fed animals neither in vivo
nor in isolated heart experiments, however, Ca®"; sequestration was decreased in the
MetS hearts. The model analysis showed a decrease in Ca*; affinity and an increase in
Vmax Of SERCA2a. Hearts of fructose fed animals were more sensitive to CPA
administration. The Western blot analysis revealed higher SERCA2a and
phosphorylated phospholamban (PLB) expression, however, total PLB level remained
unchanged. The present findings in MLP-KO experiments suggest that a compensatory
mechanism exists, which could normalize initial disturbances in the hemodynamic
function of 3-month old MLP-KO mice later in life with the upregulation of SERCAZ2a.
SERCAZ2a dysfunction in the early stage of MetS cardiomyopathy was not reflected in
the hemodynamic function. This could be explained by SERCAZ2a upregulation and
increased phosphorylation of phospholamban. However, the reserve capacity of Ca®";
sequestration is exhausted in this delicate equilibrium, which makes it clearly vulnerable
to a further inhibition of SERCAZ2a function.
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