Bevezetés

A diabétesz mellitusz (DM) a nyugati tipusu tarsadalmak népbetegsége, amely a kiilonb6zo
kardiovaszkularis szovodmények — pl. korondria ateroszkler6zis, miokardidlis infarktus és
szivelégtelenség — kovetkeztében a megbetegedési és halalozasi statisztikdk egyik vezetd
korképe. Régota ismert az is, hogy a DM korondria szklerdzis nélkiil is okozhat
kardiomiopatiat. A korkép morfologiai-patofiziologiai hatterének felderitése az egyik
legjelentsebb kutatasi teriilet. A diabéteszes kardiomiopatia vezetd tiinete, hogy a szisztolés
diszfunkcio kifejlodését megelézi a koran kialakulod diasztolés funkciokarosodas, melynek
soran a betegekben eldszor miokardialis hipertrofia, majd dilatacio kovetkezik be. A folyamat
hatterében a szivizom csokkent compliance-e és/vagy elhtizodo relaxacidja allhat. Az elmult
idészakban szamos kisérlet vilagitott rd, hogy a diabéteszes kardiomiopatia egyik kézponti
elvaltozésa a szivizomsejtek Ca®"; homeosztazisanak komplex zavara. A szarkoplazmatikus
retikulum (SR) Ca®" szekvesztralé képességének (SERCA) csokkenése vezethet a
miokardium luzitrép diszfunkciéjahoz, melyet tovabb stlyosbithat a szarkolemma Na™-Ca®"
kicseréld (NCX) mechanizmuséanak karosodasa nehezitve a Ca®* sejtbdl torténd eltavolitasat a
diabéteszes szivben. A Ca2+i eltavolitd mechanizmusok mellett, a Ca®" felszabaditd
folyamatok (rianodin csatorna — RyR2) is karosodhatnak, igy a miokardialis Ca®";
homeosztazisban szerepet kapo iontranszporterek és ioncsatorndk miikddési zavaranak
egyiittes kovetkezményeképpen kialakulhat a diabéteszes szivizom Ca®; tulterhelédése.
Hosszii tiavon ez a Ca’’; thlterhelédés pedig kontrakcios zavarhoz, szivelégtelenség
kialakulasahoz vezethet. Bar nagyon sok patoldgiai valtozas ismert mar a miokardialis Ca®";
homeosztazis zavaraval kapcsolatban DM-ben, a patomechanizmus részleteinek felderitése
tovabbi jelentds erdfeszitéseket igényel.

A diabéteszes kardiomiopatiara vonatkozo kisérleti adatok tobbsége 1. tipusi DM
modellbdl szarmazik, bar klinikai szempontbdl a 2. tipust diabétesznek (DM 2) van a
legnagyobb jelentdsége. Tovabba a diabéteszes Ca’’; homeosztazist érintd vizsgalatok
dontéen izolalt kardiomiocitdkon és sejt organellumokon torténtek, melyekben a valds
hemodinamikai funkcié nehezen értelmezhetd. igy f6 célkitiizésiink a DM 2 progresszibja
soran kialakulo Ca®"; homeosztazis zavarok vizsgilata volt az in vivo koriilményekhez
kozelebb allo, kiilonb6zd perfundalt patkany és egér sziv modellekben (szukroz gazdag
diétaval kivaltott DM 2 és genetikailag DM 2-es ,,db/db” egértorzs). Mivel a diabétesz egyik
gyakori ¢és sllyos szovédménye a hipertdnia, ezért vizsgalatainkat Kkiterjesztettiik
hipertoniaval kombinalt DM 2 kardiomiopatira is (frukt6z gazdag diétaval kivaltott DM 2) a

DM 2 atmeneti szakaszatél a manifeszt kardiomiopatia kialakuldsaig. Emellett kiegészito



vizsgélatokat is végeztiink DM 1-ben ¢és egy dilatativ kardiomiopatids transzgenetikus egér
modellben is. Kisérleti rendszeriink lehetdvé tette, hogy az aktudlis szivpumpa funkciot
jellemz8 hemodinamikai paramétereket és a Ca®’; homeosztazist jellemz6, un. Ca’"i-tranzienst
egyidejlileg vizsgalhassuk, ¢és ezaltal a kontrakcios tevékenység valtozasait a hattérben allo

2+ . , , .
Ca“"; fluxusok ismeretében értelmezhessiik.

Izolalt sziv modell

A sziveket him, pentobarbitallal ip. altatott patkanyokbol illetve egerekbdl izolaltuk, és
perfuziojukat Langendorff szerint végeztiik. A 37 °C-os Krebs-Henseleit oldatot (pH=7,4)
95% O, + 5% CO, géazkeverékkel equilibraltattuk, és a perfizidét 70 Hgmm-es toltdnyoméson
végeztik. A koronaria daramlds mérésére a perfuzios kaniilhdz kapcsolt ultrahangos
aramldsmérd fejet hasznaltunk. A bal kamrai nyomds regisztrdldsara ballon katétert
helyeztiink a bal kamraba, melyet nyomasméréhdz kapcsoltunk, és megfeleld jelatalakitoval a
kontraktilitasra jellemz6 +/-dP/dtn,y értéket szamitottuk ki. 30 perces equilibracids periodust
kovetden a sziveket Indo-1 AM tartalmu oldattal toltéttiikk fel az aorta kaniilhoz csatlakozo
perisztaltikus pumpa segitségével, recirkulacids iizemmodban, majd az extracelluléris térben
maradt Indo-1 AM festéket kimostuk. Ezutdn keriilt sor a kiilonboz6 kisérleti protokollok
alkalmazésara.

Az 1izolalt sziv Ca2+i—szint valtozasainak detektalasara felszini fluorometrias technikat
hasznaltunk. A fényforrés, a perfundalt sziv és a fluorométer fotonsokszorozo csovei kozotti
kapcsolatot egy randomizalt, sokelemii tivegszalakbdl allo kvarc optikai kabel biztositotta. A
bal kamra epikardidlis felszinét, illetve a miocitakban levo fluoreszcens festéket 340 nm-en
gerjesztettiik egy 100 W-os DC higanygdzlampa segitségével. Az Indo-1 altal gerjesztés
hataséara emittalt fluoreszcenciat 400 és 506 nm (Ca®"-kotétt, illetve szabad Indo-1 emisszios
maximuma) hulldmhosszokon detektaltuk. A fényjeleket, a hemodinamikai paraméterekkel
egyiitt rogzitettiik. A 400 és 506 nm nyert jelekbSl megfeleld korrekcidk utan a sziv Ca*'i-
szint valtozasait reprezentald 400/506 hanyadost képeztiik, a 400/506 fluoreszcens hanyadost
pedig megfeleld kalibralds utan Ca”'j-koncentracié értékekké szamitottuk at. Az igy kapott
Ca*"i-tranzienseknek meghataroztuk a Ca’'j-felszabadito, és -szekvesztrald folyamatokat

jellemzd paramétereit (+/ -dCa2+i/dtmaX, végdiasztolés Ca%i, Ca2+i-tranziens amplitado, stb).

Metodikai fejlesztések

Korabbi kisérleteink eredményeképpen egy, a munkacsoportunk altal kifejlesztett

matematikai modell alkalmazasaval a Ca®"j-tranziensek alapjan megbecsiiltik a SERCA2a és



a RyR2 miikodését jellemzd egyes kinetikai paramétereket (SERCA2a: Viax, Km; RyR2
konduktivitas). Tovabbi metodikai fejlesztéseink révén ezt a kvantitativ elemzést egészitettiik
ki a kereszthid ciklus kinetikajanak modellezésével izolalt, kontroll és streptozotocinnal
kivaltott 4 hetes diabéteszes patkanyszivben. A Ca’'; és nyomas tranziensek kozotti
osszefliggés matematikai modellezésével lehetévé valt a Ca’’; troponin C-hez vald
kotddésének €s az ezt kdvetd erOgeneralod kereszthid kotésnek a jellemzése alapallapotban és
beta-adrenerg stimuléacid (isoproterenol) hatdsara. Eredményeink szerint kontroll szivekben
isoproterenol csokkentette a troponin C Ca’"; szenzitivitasat és novelte a kereszthid ciklus
sebességét, mig a diabéteszes sziv isoproterenol valaszkészsége jelentdsen csokkent jelezve a
kontraktilis apparatus diszfunkcidjat a diabétesz korai szakaszadban, melynek hatterében
valosziniileg a megvaltozott miozin nehéz lanc expresszid all. Mindez azt mutatja, hogy a
matematikai modell alkalmas a kereszthid ciklus és a kontraktilis apparatus Ca*%;

szenzitivitasanak vizsgalatara izolalt, perfundalt sziv preparatumban is.

A diabéteszes kardiomiopatia soran kifejlddé morfoldgiai és funkciondlis valtozasok in
vivo nyomon kovetésére a laboratoriumunkban bedllitasra keriilt echokardiografiés
vizsgalatok céljara egy SONOS 5500 tipusu ultrahang késziilék, amely kisragesalok
szivparamétereinek meghatarozasara alkalmas nagy frekvencids ultrahang fejjel van ellatva.
A méréseket neurolept-analgézianak aladvetett, kontroll és diabéteszes patkanyokon és
egereken végeztik. A késziilék egyarant alkalmas, 2D, M, és Doppler lizemmodu, illetve
parhuzamos EKG vizsgalatokra. Az echokardiografias regisztratumok alapjan meghataroztuk
a bal kamrai falvastagsagot, bal kamrai dimenziokat, a szisztolés funkcidt leiré bal kamrai

frakcionalis rovidiilést, ejekcios 1dot, és az ejekcios frakceiot.

Az izolalt, perfundalt sziv Ca’’; tranzienseinek elemzését kiegészitettik a kalcium
forgalom néhany kulcs fehérjéjének — SERCA2a, RyR2, NCX, foszfolamban: PLB —
expresszios szintjének Western blot-tal, illetve a fehérjék mRNS szintjeinek rt-PCR-rel
torténd meghatarozasaval is. Ezeket a vizsgalatokat dr. Bir6 Tamas és munkacsoportjaval

(Debreceni Egyetem, Elettani Intézet) kooperacioban végeztiik.

A perfundalt szivkisérletek végén lefagyasztott miokardiumbol izolalt kardiomiocitakban a
kontraktilis apparatus kalcium érzékenységét hataroztuk meg permeabilizalt szivizomsejt

preparatumokon. Ezekre a vizsgalatokra dr. Papp Zoltannal (Debreceni Egyetem, AOK,



Kardiologiai Intézet, Klinikai Fizioldgiai Tanszék) torténd egylittmiikodés keretében nyilt

lehetdséglink.

.db/db” egértorzs
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A DM 2 soran kialakuld Ca’ ; homeosztazist és hemodinamikai funkcidt érint6 zavarok

tanulmanyozasara a leptinreceptor rezisztens ,,db/db” genetikailag diabéteszes egértorzset
hasznaltuk. Kontrollként a C57/BL6 egértorzs szolgalt. A vizsgalatokat 6 honapos egereken
végeztiik, melyekben mar manifeszt kardiomiopatia jelei voltak tapasztalhatok. Az
echokardiografias vizsgalatok egyrészt a kamrai hipertréfia jelét mutattak: [IVSd
(diasztoléban mért interventrikularis szeptum vastagsdg, cm): K(ontroll):0,10+0,01 vs
D(iabétesz):0,13+0,01*, *p<0,05], masrészt a pumpafunkcidt jellemzd paraméterek is
csokkent kamrateljesitményre utaltak [EF (ejekcios frakcio, %): K:72,8+2.4 vs D:63,9+4,8%;
FS (frakcionalis rovidiilés, %): K:42,9+6,3 vs D:30,1+3,6*]. A perfundalt szivekben a
hemodinamikai teljesitményt és a Ca*"; tranziens valtozasait a nyugalmi allapot rogzitése utan
a SERCAZ2a gatl6 ciklapiazonsav (CPS, 5 mikroM) infuzidja kdzben elemeztiik. Nyugalmi
allapotban az izolalt diabéteszes szivekben az inotrép (+dP/dtm.x) €és a luzitrop (-dP/dtpax)
funkcid elmaradt a kontrollétdl, amely kiilonbség CPS hatdsara még kifejezettebbé valt (1.
abra). Az inotrép és luzitrop zavarok hatterében a Ca®'j-felszabadulas (rianodin csatorna
funkcié, +dCa/dty.,) és -szekvesztracio (SERCA2a funkcid, -dCa/dty.c) zavarai voltak
kimutathatok nyugalmi allapotban és CPS infuziot kdvetden is (2. abra). A tovabbiakban a
beta-adrenerg utvonal érintettségét 1is elemeztiik isoproterenol (5nM) infuzidjanak

alkalmazaséaval. Eredményeink azt mutattak, hogy ,,db/db” egerekben az izolalt szivek béta-
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1. abra Kontroll (fehér) és diabéteszes ,,db/db” (fekete) egérszivek bal kamrai nyomasgorbéinek +dP/dt .,
(A) és -dP/dt,,, (B) adatai nyugalmi koriilmények kozott és 5 mikroM SERCA gétlo ciklopiazonsav (CPS)
infazi6 alatt. *: p<0.05 Nyugalom vs. CPS; #: p<0.05 Kontroll vs. "db/db" (ANOVA és Student-Neumann-

Keuls post hoc teszt, atlag+SD)
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2. dabra Kontroll (fehér) és diabéteszes ,,db/db” (fekete) egérszivek Ca2+i-tranzienseinek +dCa2+i /dtnax (A) €s
-dCa®; /dty., (B) adatai nyugalmi kériilmények kozott és 5 mikroM SERCA gitlé ciklopiazonsav (CPS)
infizio alatt. *: p<0.05 Nyugalom vs. CPS; #: p<0.05 Kontroll vs. "db/db" (ANOVA ¢és Student-Neumann-

Keuls post hoc teszt, atlag+SD)

agonista isoproterenolra adott vélaszkészsége mind a szivfrekvencia, mind a +/-dP/dtyax
illetve +/-dCa/dtn,x paraméterek tekintetében elmaradt a kontroll értékektdl. Mindezek az
eredmények azt jelzik, hogy a csokkent szivfunkci6 (inotropia, luzitropia) hatterében az SR
Ca”" szekvesztral6 és igy felszabadito milkodésének karosodasa allhat. Ezek az eredmények
megerdsitést nyertek a Ca*'-tranzienst szabalyozo fehérjék szintjeinek meghatarozasaval,
melyek szerint a ,,db/db” egerekben valtozatlan SERCA2a szint mellett fokozodott a pumpa

miikddését gatlo PLB expresszioja, ami a SERCA2a funkcid csokkenését vonja maga utan.

Fruktoéz-indukalt diabéteszes patkany

A fruktéz gazdag diétaval kivaltott DM 2. a hipertonidval tarsuld diabétesz kardialis
kovetkezményeinek vizsgélatara alkalmas modell. Ebben a kisérletsorozatban a DM atmeneti
(6 hetes fruktdéz etetés) és manifeszt szakaszdban (10 hetes fruktoz etetés) kialakuld
kontraktilis funkcionalis eltéréseket és miokardialis Ca2+i homeosztazis zavarokat elemeztik
Sprague-Dawley (SD) patkanyokban. Az izolalt, perfundalt szivkisérleteket kiegészitettiik in
vivo echokardiogréafids vizsgalatokkal, oralis glukoz terheléssel (0GTT), a Ca®’; homeosztazis
kulcsfehérjéinek Western blot analizisével €s a kontraktilis apparatus izolalt permeabilizalt
kardiomiocitdkon tortént kalcium érzékenységének meghatidrozasdval. A 6 hetes csoportban
az artérias kozépnyomds emelkedése [Ppean (Hgmm): K:86,5+7,5 vs D:122+7,1%*, *p<0,05],
pozitiv gliikkdz-tolerancia teszt, a kamrai szeptum megvastagodasa volt megfigyelhetd [IVSd
(cm): K(ontroll):0,19+0,01 vs D(iabétesz):0,24+0,01*]. Echokardiografidval nyugalmi
koriilmények kozott nem taldltunk kardialis diszfunkciot [EF (%): K:76,8+2,4 vs D:73,6+1,3;
FS (%): K:48,5+11,2 vs D:49,9+3,5]. Az izolalt diabéteszes szivek hemodinamikai

teljesitménye nyugalmi koriilmények kozott szintén nem tért el a kontroll szivekétdl, de a



Ca2+i-tranziens elemzése a fruktdz-diétds csoportban lassult Ca2+i-szekvesztréci(')t mutatott
mar nyugalomban is [-dCa/dt,, (nM/s): K:11507+1583 vs. D:8363+606*].

A 10 hetes csoportban mar egyértelmiivé valtak echokardiografiaval a csokkent
pumpafunkcid jelei [EF (%): K:78,245,4 vs D:54,6+8,2*], illetve izolalt szivben bazalis
koriilmények kozott is kimutathatd volt az inotrop és luzitrop zavar (3. abra). Ezzel
parhuzamosan lassult Ca**-felszabadulas és - szekvesztracié volt megfigyelheté (4. abra). Az
eredmények mindkét korcsoportban a SERCA2a funkci6 hanyatldsara utaltak, igy a
SERCA2a mikodés részletesebb elemzése érdekében megvizsgaltuk a hemodinamikai
funkeiot és a Ca”'; homeosztazist béta-agonista isoproterenol (ISO, 5 nM), és SERCA2a gatlé
ciklopiazonsav (CPS, 5 mikroM) infuziés alkalmazasaval. Isoproterenol hatasara a
diabéteszes szivek fokozott béta-adrenerg valaszt adtak a +/-dP/dty.x paraméterek
tekintetében (3. abra), de a szivfrekvencia-fokozddas mértéke megegyezett a kontrolléval.
CPS hatasara a fruktoz-diétas allatok sziveiben a Ca®’-szekvesztracio sebességének (-
dCa/dty.x) fokozott csokkenése volt megfigyelheto (4. abra). Az alacsony dozisu SERCA2a
gatlo iranti fokozott érzékenysége a SERCA2a funkcio sériilésére utal (3. és 4. abra).

A B 3
A & X10° +dP/dt,qy ®) ¢ 10 P/t ON
# Olso
® CPS
54 # 5
]
£ o " i
:En 4 € 4
§F 34 =3
B I # * o .
% 2 [ E 2 1 #
.y 3 I *#
14 1
0 T e 0 T ——
Kontroll n=7 Fruktéz-diéta n=9 Kontroll n=7 Fruktéz-diéta n=9

3. abra  Kontroll és fruktéoz dus diétan tartott diabéteszes patkanyszivek bal kamrai nyomasgoérbéinek
+dP/dt e (A) és -dP/dt.« (B) adatai nyugalmi koriilmények kozott (fehér); S nM béta-agonista izoproterenol
(sziirke, Iso); illetve 5 mikroM SERCA gatl6 ciklopiazonsav (fekete, CPS) infizi alatt. *: p<0,05 kontroll vs.
fruktoz; #: p<0,05 Iso vagy CPS vs. nyugalmi érték (ANOVA ¢és Student-Neumann-Keuls post hoc teszt,

atlag+SD)

Eredményeink szerint a sériilt szivfunkcid6 kompenzalasara fokozott béta-adrenerg
valaszkészség alakul ki, ami elsésorban a SERCA2a miikddésének serkentésén keresztiil
érvényesiil. A Ca*'i-tranziens kialakitasaért felelés kulcsfehérjék expressziojat elemezve azt
tapasztaltuk, hogy a 6 hetes diabéteszes szivekben a foszforilalt-PLB és az NCX, mig a 10
hetes diabéteszes szivekben a foszforilalt-PLB és a SERCA2a szintje nétt a kontroll
szivekhez képest. Ugyanakkor izolalt, permeabilizalt kardiomiocitdkon tortént mérések

szerint a kontraktilis apparatus Ca" érzékenysége nem valtozott



(A +dCa” i/dtmax (B) -dCa®" i/ dtmax

x1o’ x10° O Nyugalom
40 - # # 2575 Olso
# 4 (mcps
— - 20
2 Q
£ 30 2
£ [ £
§ * . g 15 -
3 204 3
e [ = W *
w & 104
3] o * g
* 10 4
51
0 T SEE— 0 T SEE—
Kontroll n=7 Fruktéz-diéta n=9 Kontroll n=7 Fruktéz-diéta n=9

4. abra Kontroll és fruktoéz dus diétan tartott diabéteszes patkanyszivek Ca2+i—tranzienseinek +dCa2+i [dtmax
(A) és -dCa®™; /dty., (B) adatai nyugalmi koriilmények kozott (fehér); 5 nM béta-agonista izoproterenol
(sziirke, Iso); illetve 5 mikroM SERCA gatlo ciklopiazonsav (fekete, CPS) infizio alatt. *: p<0,05 kontroll vs.
fruktoz; #: p<0,05 Iso vagy CPS vs. nyugalmi érték (ANOVA ¢és Student-Neumann-Keuls post hoc teszt,
atlag+SD)

egyik csoportban sem. Mindezek alapjan megallapithatd, hogy a manifeszt kardialis
diszfunkciot megel6zéen mar sériill a SERCA2a miikddése, mely igy alapvetd etiologiai
szerepet jatszik a fruktoz-indukalt diabéteszes kardiomiopatia kialakuldsdban. Ennek a
diszfunkcionak a mechanizmusa lehet a SERCA2a posztranszlacios modifikacidja vagy a
membrankornyezet kedvezdtlen valtozasa. A funkciozavar ellenstilyozasara a diabéteszes
szivekben beta-adrenerg aktivacid, valamint a SERCA2a ¢és NCX fehérjék fokozott

expresszidja kovetkezik be.

Hipoxia hatasa fruktoz-indukalt diabéteszeben

Jol ismert, hogy a diabéteszes sziv kiilonbozd megterhelések, stressz helyzetekkel
szembeni tlir6képessége korlatozott mértékli. A fruktéz-indukalt diabéteszes sziv csokkent
adaptacids képességében a SERCA2a funkcid sériilése alapvetd szerepet jatszhat, ezért
megvizsgaltuk, hogy a Ca®’; homeosztazist jellemz6 Ca'i-tranziens paraméterei hogyan
valtoznak a diabéteszes szivben hipoxia hatdsara. A kisérleteket 10 hét frukt6z gazdag diétan
tartott SD patkanyokbol izolalt sziveken végeztik. A Ca”'-tranziens és a hemodinamikai
allapot nyugalmi értékeinek rogzitése utan a sziveket 95% N, + 5% CO, gazkeverékkel
equilibraltatott Krebs-Henseleit oldat perfuziojanak tettiik ki. A 10 perces hipoxids inzultust
20 perces poszthipoxids perfuzido kovette. Hipoxia hatdsdra a diabéteszes szivekben a
végdiasztolés nyomas szignifikidnsan jobban megemelkedett (SA. abra). A nyugalomban is
tapasztalhatd csokkent inotropia €s luzitropia hipoxia alatt is megfigyelhetd volt, de mindkét

paraméter hasonldan valtozott hypoxia hatdsara a kontroll és diabéteszes csoportban is (5A.



abra). A diabéteszes szivekben a Ca’’; szekvesztracio csokkenésének mértéke kifejezettebb

volt a hipoxia soran (5B. abra). A végdisztolés nyomas diabéteszes szivekben tapasztalt

(B)
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o
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5. abra Kontroll (fehér) és fruktéz dus diétan tartott diabéteszes patkanyszivek (fekete) hemodinamikai (A)
és Ca’'-tranziens (B) paramétereinek hypoxia soran mért adatai a prehypoxias értékek szazalékaban.
*: p<0,05 kontroll vs. fruktéz ( kétmintas T-proba, atlag+SD)

emelkedésének hatterében tehat a hipoxia hatasara kialakul6 csokkent Ca2+i szekvesztraciod és
ennek kovetkeztében kialakulé magasabb végdiasztolés Ca*"; szint 4ll. Ezek az eredmények
azt jelzik, hogy a fruktoz-indukalt diabéteszes szivben a SERCA2a diszfunkcid miatt
csokkent Ca®’; szekvesztracié hipoxiara fokozottan érzékeny, amely oxigénhianyos
allapotokban kifejezettebb szivfunkcié romlast és a Ca%i szint tulzott mértéki emelkedését

okozhatja.

Szukroz-indukalt diabéteszes patkany

Irodalmi adatok alapjan a szukroz dus diéta alkalmas DM 2. indukcidjdra. A betegség
szOvOdményei a diéta 8. hetétél manifesztdlodnak, és a kialakuld diabétesz az esetek
tobbségében nem tarsul hipertoniaval. gy a modell alkalmazasaval nyert adatok jol
kiegészithetik ¢és segithetik a fruktoz-taplalt modelliinkon megfigyelt elvaltozasok
értelmezését, hiszen ott a kisérletes diabétesz magas vérnyomdssal szovodik.
Vizsgélatainkhoz 5 hetes him SD patkdnyokat 12 hétig olyan tappal taplaltunk, melyben a
tapértek 70%-at szukroz tette ki. A diétds periddus leteltével a kordbban ismertetett
vizsgalatokat végeztilk el: igy vérnyomasmérés, echokardiografia, vércukor-szint mérése,
oGTT elvégzése, és izolalt sziv kisérletek zajlottak a patkanyokon. Bar a szukrdéz taplalt
patkanyok stlya jelentdsen meghaladta a kontroll allatokét a diétas periodus végén, nem
tapasztaltunk eltérést az ¢homi vércukorszintjiikben, ¢s az oGTT elvégzése soran is hasonlo
gliikoz-terhelési gorbéket nyertiink, mint a kontroll allatokban. Vérnyomdasuk, és az
echokardiografidas vizsgalatok soran mért bal kamrai dimenzidk, illetve dinamikus

paraméterek sem kiilonboztek a kontroll allatokétol. Az izolalt sziv kisérletekben a nyugalmi



allapotban mért bal kamrai hemodinamikai paraméterek, és Ca®'j-tranziens jellemz6k nem
tértek el a kontroll értékektdl. A kisérletek sordn még teszteltiik az izolalt szivek béta-
hipoxia tlirését. A szukrdz taplat allatok szivei mindkét esetben hasonlé modon reagaltak a
kontrollokhoz. A modellben tehat az altalunk alkalmazott vizsgdlomodszerekkel sem a 2-es
tipust diabétesz kifejlodését, sem az esetleges szivszovodmények kialakulasat nem sikertilt
igazolnunk. A tovabbi vizsgalddast (Western-blot, permeabilizalt kardiomiocita kisérletek) a

fenti negativ eredmények ismeretében felfliggesztettiik.

A miokardialis pH; valtozasa diabéteszben

Erdekes kérdésnek tartottuk, ezért kiilon kisérlet-sorozatban vizsgaltuk, hogy a kezeletlen
l-es tipusti diabéteszt jellemzd ketozis kovetkeztében kialakuld extracelluldris aciddzis
milyen hatdssal van a szivizomsejt intracellularis pH szabalyozasara, hiszen az intracellularis
pH-homeosztazis kis mértékii kilengése is jelentdsen befolyasolja a sziv kontraktilis funkcioit.
Kisérleteinkben streptozotocinnal kezelt 1-es tipusti diabéteszes him SD patkanyok sziveit
vizsgaltuk a kezelés utan 6 héttel. Az izolalt sziv kisérletekben az intracellularis pH
valtozasait kovettiik nyomon SNARF-1 fluoreszcens pH-indikator alkalmazasaval [excitacio:
510 nm; emisszi6é: 580 nm (protonalt), illetve 640 nm (deprotonalt); 580/640 héanyados
valtozasa a pH valtozast jellemzi]. A kisérleti protokoll soran a 7.4 pH-ju perfuzios
folyadékkal torténd inkubacié utan a perfuziot 7.0 pH-ju oldattal folytattuk. Majd a sejt pH-
szabalyozasanak egyik kulcstranszporterét, a Na'/H' cserélét EIPA-val (5(N-Ethyl-N-
isopropil) amilorid — ImM) gatoltuk, és a perflzids protokollt megismételtik. Az
intracellularis pH-valtozdsok dinamikédjanak részletes matematikai elemzése még zajlik, de
eldzetes szamitasaink szerint a 7.4 pH-ju perfuzi6 soran az ic. pH nem tért el a diabéteszes és
kontroll szivekben. A savas extracellularis millid az intracellularis pH atmeneti savasodéasat
okozta. A savasodas a diabéteszes szivekben kisebb mértékli volt, és hamarabb visszatért a
kiindulasi értékre. EIPA alkalmazisa soran a szivek lassabban alkalmazkodtak a savas
perfuzio altal kivaltott pH-valtozashoz, illetve a kontroll és diabéteszes szivek kozott
alapallapotban megfigyelt kiilonbség eltiint.

Eddigi eredményeink azt sugalljadk, hogy a diabéteszes szivek kdonnyebben
alkalmazkodnak az extracellularis pH hirtelen valtozasaihoz, az alkalmazkodasi mechanizmus
feltételezhetéen a Na'/H'™ cserélé fokozott mitkodése. Annak eldontésére, hogy a fokozott

miikddést az enzim szintjének megvaltozésa, vagy funkciondlis aktivacidja okozza-e, a



vizsgalatokat még a Na'/H' cserélé enzimszintjének meghatarozasaval fogjuk kiegésziteni a

kozeljovoben.

. Py . 7 7 J y 7 y . o rye + y e
A szoveti inzulin érzékenység fokozasanak hatasa a miokardialis Ca? ; homeosztazisra

Viszonylag 1j terapias eszkdz a DM 2 kezelésében a PPARgamma agonista tiazolidendionok
alkalmazéasa. A gyodgyszercsoport az inzulin érzékenység fokozasaval fejti ki hatasat. Nem
vizsgaltak még, hogy a miokardialis Ca®"-homeosztazis diabéteszben megfigyelt elvaltozésait.
Célunk ennek felderitése volt kisérletes allatmodellen. A vizsgalatot DM 2-es ,,db/db”
egereken végeztiikk 6 honapos korban. Az éllatok 4 honapos koruktol Smg/ttkg/map terapias
dozisban PPAR gamma agonista roziglitazon kezelésben részesiiltek. A gyogyszert a tapba
keverve adagoltuk. A kisérleti protokoll minden Iépésében megegyezett a ,,db/db”
egértdrzson korabban alkalmazottal. A roziglitazon terapia nem befolyasolta az ,,db/db”
allatok antropometriai jellemzdit; a vércukorszintet jelentdsen csokkentette, de nem
normalizalta. Echokardiografiaval a pumpafunkcio, izolalt sziv kisérleteinkben az inotrdp
(+dP/dtma) és a luzitrop (-dP/dtma) funkcid javuldsat mutattuk ki. A Ca®’-tranziensek
elemzése nem tiikrozte egyértelmiien ezt a valtozast. A Ca2+i—felszabadule'1s (+dCa/dtyax) €s -
szekvesztraci6 (-dCa/dtn,s) zavarai a ,,db/db” egerekben roziglitazon terapiat kovetden is
valtozatlanul megfigyelhetok voltak. A kezeletlen ,,db/db” egerekben mért magas
végdiasztolés Ca’’-koncentracioé azonban jelentdsen mérséklédatt. A kezelt allatok béta-
agonista isoproterenolra adott valaszai kozelitették a kontrollokét, tehat a ,,db/db” egerekben
megfigyelt csokkent béta-adrenerg valaszkészség nem fejlodott ki. Az adatok pontos
értelmezéséhez  elengedhetetlen a Ca®'-transzporterek enzimszintjének ismerete, ennek

meghatarozasa még folyamatban van.

Ca2+i homeosztazis valtozasok dilatativ kardiomiopatiaban

Egy korabban elkezdett vizsgalat sorozatot lezarva a szivelégtelenség soran 1étrejovo
miokardialis Ca®’; homeosztazis valtozasait tanulmanyoztuk a dilatativ kardiomiopatia
modelljéiil szolgdlo MLP-KO transzgenetikus egértorzsben. A néhany honapos egereket az
vizsgalatara alkalmazzdk. Ugyanakkor a KO egerek felndttkorig tapasztalhato hosszl
talélésére nincs kelld6 magyarazat, hiszen a genetikai defektus koran kialakulo
szivelégtelenséget okozva haldlra predesztindlja Oket. Feltételezésiink szerint a jelenségre a
miokardialis Ca’’; homeosztazisban bekovetkezd életkor fliggd adaptiv valtozasok

szolgalhatnak magyardzatképpen, amely megvédi a felndétt egereket a manifeszt
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kardiomiopatia és szivelégtelenség kifejlédésével szemben. A kisérletsorozatban 3 és 6
hénapos MLP-KO ¢és korazonos kontroll egerekbdl izolalt szivekben vizsgaltuk a
hemodinamikai teljesitményt a Ca’’; homeosztazis fiiggvényében. A szivfunkciot a beta-
agonista isoproterenol (5 nM) és a SERCA2a gatlo ciklopiazonsav (CPS, 5 mikroM)
infuzidjaval teszteltiik. Tovabba, a Ca’’; homeosztazisban szerepet jatszd csatorndk és
transzporterek — RyR2, SERCA2a ¢és NCX — kardidlis mRNS ¢és fehérje szintjeit is
meghataroztuk rt-PCR ¢és Western blot technikdkkal. Nyugalmi allapotban a 3 honapos KO
egerekben a luzitop funkcid (-dP/dtn.x) csokkenése volt tapasztalhatd, amely nem volt

megfigyelhetd a 9 honapos KO egerekben (1. tablazat). A beta-adrenerg valaszkészség

3 hénapos 9 hénapos
Kontroll MLP-KO Kontroll MLP-KO
(n=6) (n=7) (n=6) (n=9)

(a) Nyugalom
Végdiasztolés P (Hgmm) 9.0+0.3 9.6+05 9.2+04 10.1+0.2
+ dP/dtmax(Hgmm/s) 3312+ 125 3110 + 148 2972 + 176 3189 + 190
- dP/dtmax (Hgmm/s) 1784 + 67 1489 + 65 1520 + 118 1635 + 121
(b) 5.0 uM CPS
Végdiasztolés P (Hgmm) 10.3 + 1.1 178+15"" 10.3+0.8 11.4+13
+ dP/dtmax(Hgmm/s) 2394 + 282" 1271 +137"# 1874 +122* 1607 + 115%
- dP/dtmax (Hgmm/s) 965 + 132" 506 + 53 " * 598 + 68 * 585 + 50 *

1. tablazat Kontroll és MLP-KO egérszivek hemodinamikai paraméterei nyugalmi koriilmények kozott (a);
illetve 5 mikroM SERCA gatl6 ciklopiazonsav (b) infuzi6 alatt. P: bal kamrai nyomas *: p<0,05 kontroll vs.
MLP-KO; #: p<0,05 CPS vs. nyugalmi érték (ANOVA ¢s Student-Neumann-Keuls post hoc teszt,
atlagtSEM)

mindegyik kisérleti csoportban hasonld volt. A 3 honapos KO egérszivekben CPS
szignifikansan novelte a végdiasztolés Ca2+i szintet és csokkentette az SR Ca2+i szekvesztralo
kapacitasat (-dCa®"/dtye) a korazonos kontroll egerekhez képest, amely — a Ca®’;
homeosztazis szempontjabdl — kedvezdtlen valtozadsok 9 hoénapos egérszivek és korazonos
kontrolljaik viszonylatdban mar nem voltak tapasztalhatoak (2. tablazat). A SERCA2a
mRNS szintje szignifikansan kisebb volt a 3 hoénapos KO szivekben, mint a korazonos

kontroll szivekben, amely kiilonbség 9 honapos korra a KO és kontroll egerek kozott eltlint.
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Tovabba, a 9 hoénapos szivekben a SERCA2a mRNS expresszi6o szignifikdnsan nétt a 3

hénapos KO egerekhez képest. Hasonl6 véltozasokat tapasztaltunk a SERCA2a fehérje

3 hénapos 9 hénapos
Kontroll MLP-KO Kontroll MLP-KO
(n=6) (n=7) (n=6) (n=9)

(a) Nyugalom
Végdiasztolés [Ca®*]; (nM) 83 +4 95+8 71+6 87+3
+ d[Ca®"}i /dtmax (NM/s) 22.2x10%£13x10? 22.4x10%£14x10? 22.9x10%+11x10? 23.1x10%£10x10?
- d[Ca®"]; /dtnax (NM/s) 11.4x10%£15x10? 9.6x10%+6x10? 10.5x10°+10x10? 8.8x10°+8x10?
(b) 5.0 uM CPS
Végdiasztolés [Ca?"]; (nM) 176 + 16 * 322+ 35* 199 + 37 * 242 +18*
+ d[Ca®"]i /dtmax (NM/s) 17.4x10°+15x10% | 15.6x10°:19x10% | 15.7x10°£10x10% | 22.0x10°+23x102
- d[Ca®"]; /dtnax (NM/s) 8.7x10°+18x10? 5.8x10°+9x10% 10.3x10°+12x10? 9.6x10°+14x10?

2. tablazat Kontroll és MLP-KO egérszivek Ca’'-tranziens paraméterei nyugalmi koériilmények kozott (a);
illetve 5 mikroM SERCA gatlé ciklopiazonsav (b) infuzio alatt. *: p<0,05 kontroll vs. MLP-KO; #: p<0,05 CPS
vs. nyugalmi érték (ANOVA ¢és Student-Neumann-Keuls post hoc teszt, atlagtSEM)

szintjeit elemezve is, vagyis a 3 honapos KO szivek korazonos kontrollhoz képest csokkent
SERCA2a fehérje szintje a 9 hoénapos KO ¢és korazonos kontroll szivek kozotti
Osszehasonlitdsban mar nem volt megfigyelhetdé. Mindez azt jelzi, hogy a 9 honapos korra a
KO egérszivekben a SERCA2a mind mRNS mind fehérje szinten normalizalodott. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a felnétt fenotipust MLP-KO egérszivekben életkor fliggd
kompenzatorikus mechanizmusok felelések a kezdeti Ca®'; homeosztazist érintd zavarok
kikiiszoboléséért, amelyek megakadalyozzdk a sziv hemodinamikai funkcidinak

szivelégtelenséghez vezetd romlésat, és igy a felndtt egerek tuléléseét biztositjak.

Az eredmények tudomanyos megjelenitése

Az OTKA periodus alatt 2 kozlemény jelent meg nemzetkozi folydiratokban és 1 tovabbi
kozlemény ,,minor” revizid alatt all. A témakorben végzett kutatasi eredményekbdl tovabbi 3
kozlemény van eldkésziiletben, amelyek megvalositasaban a palyazathoz a peridédus mésodik
felében csatlakozott Kollai Mérk és Koller Akos egyetemi tanarok is részt vesznek. Kutatasi

eredményeinkrdél 7 nemzetk6zi és hazai tudomanyos konferencidn szamoltunk be, amelyek
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Osszefoglaloi nemzetkdzi folyoiratokban vagy konferencia kiadvanyokban jelentek meg. Az
OTKA palyazat eredményeképpen a palyazat témakorébol van késziilében egy PhD
disszertaci6. Végiil, TDK hallgatéink 0Osszesen 8 eldadassal szerepeltek a palyazati

periodusban TDK konferenciakon, amelyeken 2 elsé €s 3 harmadik helyezést értek el.
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