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1. Bevezetés

Az utobbi évtizedek kutatasi eredményei alapjan a szivizom 0sszehtzodd képességének
(kontraktilitdsanak) szabalyozasat, a szabalyozast végzo fontosabb myocardialis fehérjéket és
ezek mitkodését mind jobban megismertiik. Vildgossa valt, hogy a myocardium kontrakcids
erejének novelését tobb Uton is el lehet érni (Bers, 1991; Opie, 1998; Edes és mtsai, 2001).
Ezek kozil a klinikai gyakorlat szamadra a jelenleg elérhetd két legfontosabb lehetdség: 1/ az
intracellularis Ca®" koncentracid novelése (pl. B-adrenerg agonistik, digitalis vagy
foszfodiészteraz (PDE) gatlok alkalmazasaval), 2/ a myofibrillaris fehérjék Ca®'-
érzékenységének farmakologiai novelése (a Ca’ -érzékenyité levosimendan alkalmazasaval).
Jelen disszertacio elsGsorban a Ca®’-érzékenyités és a B-adrenerg mechanizmusok
Osszefiiggéseivel foglalkozik. A  disszertacio attekintést nyujt a Ca*'-érzékenyitd
levosimendan ¢és a [-adrenerg agonista isoproterenol myocardiumra kifejtett kisérletes
hatasairol, ¢és bemutatja a szerzd levosimendannal szerzett klinikai tapasztalatait.
Vizsgalataink sordn kiilonos figyelmet szenteltiink a szivizomsejtek B-adrenerg jelatviteli
rendszeréb6l és a levosimendan hatasmechanizmusabdl fakado, valdszinlsitheto

interakcioknak.

1.1. A szivizom kontrakcio és relaxacio cellularis hattere

A szivizom kontrakcidi és relaxacioi az intracelluldris fehérjékhez tartdsan nem asszocilt,
ugynevezett ,,szabad” Ca2* koncentracio valtozasainak fiiggvénye. Ebbdl kovetkezik, hogy az
intracellularis CaZ™ anyagcsere jellegzetességei a myocardium pumpafunkcidja szempontjabol
elsédlegesek (Bers, 1991; Opie, 1998). Az intracellularis szabad Ca®" koncentracio ([Ca*'];)
valtozésait egy rovidiilésre képes kontraktilis fehérjerendszer (myofibrillaris struktira)
alakitja at erévé (Solaro és mtsai, 1971). A kontraktilis rendszer erdgeneralasanak és
rovidiilésének Iényege az elektron mikroszkopos felvételek alapjan vastag filamentumoknak
(dontéen miozin) és vékony filamentumoknak nevezett (aktin, troponinok és tropomiozin)
struktirdk egymas folott torténd elesiiszasa, melyet ATP jelenlétében az [Ca*']; novekedése
indit el. A szivizom myofibrillaris Ca?*-receptoranak a vékony filamentum troponin C
molekuldja tekinthetd, mely jelentds Ca2" affinitassal bir (Palmer és Kentish, 1994). A sziv
diastoléja alatt a relaxalt szivizomban a [Ca®']; alacsony (pCa: 7 koriili; pCa=-log[Ca®'];).
Ilyenkor a Ca?" zommel a sarcoplasmaticus reticulum (SR) raktarakban tarolodik, ezért a
troponin C regulatorikus Ca”"-kétéhelyéhez csak elhanyagolhaté menyiségli Ca2t kotddik, és

kontrakcidra nincs lehetdség. A felszini membran (sarcolemma) depolarizacidjanak hatisara



az L-tipusu Ca?'-csatornak megnyilnak és az extracellularis térb6l az intracellularis tér
iranyaba kialakulé kovetkezményes L-tipusii Ca?'t aram, az SR raktarakbol intracellularis
Ca2* felszabadulast hoz létre (Ca®*-indukalt Ca** felszabadulas). Ez a két folyamat egyiittesen
az [Ca”"]i—t igen gyorsan pCa: 6 koriili értékre noveli. A szabadda valoé Ca2* mennyiségét
tehat az akcios potencial ideje alatt az extracellularis térbél bearamld Ca?™ mennyisége és az
SR raktarak telitettsége egyiittesen hatdrozzak meg. Egyes becslések szerint a kontrakciok
soran felszabadulo Ca2?" 60-70%-a az SR-bOl szarmazik, mig a fennmaraddé hanyad az
extracellularis térbol, a Ca2* csatornakon keresztiil jut az intracellularis térbe (Bers, 1991). Az
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[Ca®']; maximalis értékének elérése utan az [Ca”']; csokkenni kezd. Ezért részben az [, ¢sa

Ca’"-indukélt Ca*" felszabadulas fokozatos megsziinése, részben a Ca2*-ot az intracellularis
térbol eltavolitd6 mechanizmusok parhuzamos aktivalodasa tehetok felelossé. Egyetlen
6sszehuzodas alatt tehat egyetlen [Ca®']; cstcs jon létre, masképp fogalmazva a systolés
[Ca™]; névekedése tranziens jelenség. Ca2* gyors eltavolitasat dontden az SR membranban
talalhatd enzim a Ca2*-ATPaz végzi, mely nagy sebességgel és az ATP energidjanak
felhasznalasaval a Ca2* ionokat az SR membran vezikulaiba pumpalja. A Ca®" eltavolitasaban
tovabbi két sarcolemmalis folyamat is részt vesz: 1/ a Na/Ca®" ioncsere, mely a kontrakcio
kapcsan az extracellularis térbél bearamlott Ca®" -t extracellularis Na™-ra cseréli, 2/ a
sarcolemmalis Ca’’-ATP4z enzim, mely ATP felhasznaldsaval juttatia a Ca’’-kat az
extracellularis térbe. A relaxacio soran tehat az [Ca®']; hirtelen a nyugvo allapotnak megfeleld
értékre csokken (pCa: 7). Emiatt a troponin C regulatorikus kothelyérél a Ca?t levalik és
visszaall a vékony filamentumok nyugvé izomallapotra jellemzo térszerkezete.

Fentiek alapjan érthetd, hogy a troponin C Ca®-telitettsége, és az ehhez kapcsolodo
fehérjeszerkezet kiemelt jelentdségli a kontrakcid sajatossdgainak meghatarozasaban. Az is
konnyen belathato, hogy a sziv kontrakcidinak és relaxacioinak jellemzéit a Ca*™ tranziens
sajatossagai (amplitadé és kinetika) és a myofibrillaris fehérjék Ca’"-ra adott valaszadd
képessége (,,Ca’'-érzékenység”) egyiittesen hatdrozzak meg. A szivizomsejtek Ca®'
homeosztazisanak, vagyis Ca*" felvételének és leadasanak, illetve a myofibrillaris struktira
Ca” -érzékenységének farmakologiai modositasai tehat lehetéséget kinalnak a myocardium

kontraktilitasanak modulalasara.

1.2. A Ca*" altal kivaltott myofibrillaris valasz
A myofibrillaris fehérjék koziil a troponin C, mint a myofibrillaris Ca2*-receptor

molekulanként 3 Ca2*-t kotésére képes. Ezek koziil azonban minddssze egyetlen Ca?* kotése

.....



ciklusokat. A regulatorikus kétéhelyhez torténs Ca®" kotédésnek a troponin C térszerkezetére
jellegzetes hatdsai vannak (1. édbra). A troponin C konformacio-valtozdsa a tobbi troponin
alegység (troponin C, troponin I, troponin T) és a tropomiozin kdlcsonhatasait is befolyésolja,
ami végeredményben eldsegiti a rovidiilést és erdgeneralast lehetévé tevd aktin-miozin
kereszthidak kialakuldsat. Nyugalmi allapotban, alacsony Ca’" koncentracid mellett a
troponin C ¢és troponin I/troponin T kozott csak gyenge kdlcsonhatasok érvényestilnek. A
troponin I viszont erdsen kotddik az aktinhoz (Solaro és Rarick, 1996; Solaro 2001). Ezzel a
vékony filamentumok elmozdulasa a vastag filamentumokhoz képest és maga a kontrakcios
folyamat is gatolt. A Ca®" troponin C-hez valo kétédését kovetéen a troponin C N-terminalisa
¢s a troponin I C-termindlisa kozott kialakuld erdteljes kolcsonhatds miatt a troponin I az
aktinnal fenntartott kotottségébdl felszabadul, igy a kontrakcionak a tovabbiakban méar nincs
akadalya (Rarick és mtsai, 1996; Solaro 2001). A troponin I az aktin és troponin C kozott
megvalosuld [Ca’']i—fiiggd ingazasa egy ,.mozgasgatld ék” hatisdhoz hasonlithatd, ami
nyugalmi allapotban gatolja (¢keli) a vékonyfilamentumok csuszasat. A troponin C a Ca’’
kotését kovetden a troponin C és troponin I kozotti kdlcsonhatds miatt az ,,6k™ tadvozik az
aktin felszinérdl (Reiffert és mtsai, 1999). A troponin T szerepe a nyugalmi (relaxalt)
szivizomban még ma sem teljesen tisztazott. Valoszinilileg a tropomiozin fel¢ kozvetiti a
fehérje-fehérje kolcsonhatasokat és relaxalt allapotban a tropomiozin az a fehérje mely
kozvetleniil gatolja az aktin felszinén a miozin-keresztkotések kialakitasahoz sziikséges
feliiletet.

A kontrakci6 cellularis szabalyozasa soran a kdvetkezo {6 1épések mennek végbe: 1/ A
depolarizaci6 hatasara emelkedik az [Ca®']; mely a troponin C Ca®" kétését eredményezi. 2/ A
Ca®" kotédése a troponin C harmadlagos szerkezetében konformaciovaltozast eredményez,
ami csOkkenti a troponin I aktinra gyakorolt gatlo hatasat (novekszik a kdlcsonhatds a
troponin C és I kdzott — mintegy felszabadul az ,,€k”). Ennek sordn a tropomiozin molekuldk
altal alkotott fonal valamelyest elmozdul a kettds helikalis struktiraval rendelkezd fibrillaris
aktin felszinén, és ezzel szabadda valik az aktin monomereken a miozinnal vald
keresztkotésekhez sziikséges feliilet. 3/ Keresztkotések alakulnak ki az aktin és a miozin
kozott és 1étrejon a kontrakcio. 4/ A relaxécio soran a Ca®" a troponin C-r6l disszocial (mivel
a Ca’" nagy sebességgel az SR raktirakba pumpalodik), visszaall a troponin C eredeti
konformécidja és ismét blokkolddik az aktin felszinén az a feliillet ami a keresztkotések
kialakitasahoz sziikséges. Ennek a folyamatnak részeként visszacsuszik a tropomiozin szal az

crer

tehat ismét blokkolodik a vékony filamentum (Opie, 1998).



levosimendan

1. abra. A troponin C (zold szinnel) diastole alatti (bal oldal) és systole alatti konforméacidi (jobb oldal) és a
levosimendan (narancs sarga szinnel) kotédése a troponin C-hez. A troponin C N-termindlisan (feliil)
elhelyezkedd regulatorikus Ca’*-kétéhelyéhez diastole sordn nem kapcsolédik Ca® (eziist szinnel). A troponin C
ebben a konformdcios dllapotban nem képez kotéhelyet a levosimendan szamdra. Systole alatt a troponin C Ca’*
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1.3. A kontraktilitas B-adrenerg szabalyozasa

A szivizom kontraktilis szabalyozasaban a legfontosabb humoralis mechanizmust a
katekolaminok a B-adrenerg szignalizacids rendszeren keresztiil biztositjadk (Hasenfuss és
mtsai, 1994; Edes és mtsai, 1989; Edes és mtsai, 2001) (2. 4dbra). A kiilonb6z6 B-adrenerg
agonistak (adrenalin, isoproterenol stb.) kotédése a myocardialis B-adrenerg-receptorhoz
(zomében Bi- kisebb mértékben B,-receptorokhoz) fokozza az adenilciklaz enzim aktivitasat
¢s noveli az intracelluléris ciklikus AMP (cAMP) szintjét. A B-receptor és adenilcikldz kozotti
kapcsolatot specialis membranfehérjék (G, proteinek) biztositjdk. Az intracellularis cAMP
koncentraci6 emelkedése a cAMP-dependens proteinkinazt (porteinkindz A, PKA) aktivalja.
Az aktivacido soran szabadda valo katalitikus alegység szamos intracellularis fehérjét
foszforilal. A fehérjefoszforilacids folyamatok 1ényeges szerepet jatszanak a pozitiv inotrop,
chronotrop és lusitrop hatasok kialakulasaban (Kranias és Solaro, 1982; Robertson ¢és mtsai,
1982; Edes és mtsai, 1989; Noland és Kuo, 1991; Opie 1998; Edes és Kranias, 2001). A
fehérjefoszforilacios folyamatok mai ismereteink szerint a Ca®” tranzienst és a myofibrillaris

fehérjéket egyarant szabalyozzak. A pozitiv inotrop hatas kiindulasi pontja az L-tipusti Ca®"



csatorna a-alegységének foszforilacidja (Jurevicius és Fischmeister, 1996), mely révén n6 a
befelé iranyuld Ca®" aram, és ez a megndvekedett intracellularis Ca®" koncentracio fokozza a
myocardium kontraktilitasat. A pozitiv lusitrop hatas 1étrejottében fontos szerepet jaszik egy
erdteljes gatld jellegi SR membran foszfoprotein, a foszfolamban foszforilacidja, amely
elsdsorban a relaxacio sebességének ndovekedéséhez jarul hozza. A foszfat csoport beépiilése a
foszfolambanba valoszintileg megszakitja a fehérje és az SR Ca>*-ATPaz kapcsolodasat. A
Ca”" pumpa ezaltal felszabadul a gatlas alol és ezért jelentdsen fokozodik az SR Ca”" felvétele
(pozitiv lusitrop hatas) (Edes és Kranias, 2001). A Ca**-felvétel gyorsulasa fokozatosan teliti
az SR raktéarakat kalciummal, ami masodlagosan a kontraktilitast is noveli (ndvekszik az SR-

b6l felszabadithatd Ca®" mennyisége).
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2. abra. A p-adrenerg stimulusra bekovetkezé lényegesebb intracellularis foszforilaciés lépések
szivizomsejtekben. A sarcolemma [-adrenerg-receptorai (heptahelikalis receptor) G-proteinek révén
kapcsolodnak az adenilciklaz enzimhez. Az aktivalt ciklaz ATP-bol ciklikus AMP-t (cAMP) hoz létre, mely a
cAMP-fiiggé porteinkindzt (PKA) hozza miikédésbe. Az aktivdlt kindz foszforililja az L-tipusii Ca®*
csatorndt (névekvé Ca’* belépés, pozitiv inotropia), a foszfolambant (novekvé SR Ca”-felvétel, pozitiv
lusitropia és inotropia), a troponin I-t és a C proteint (csokkent Ca’*-érzékenység, pozitiv lusitropia).



Ugyancsak a relaxacid sebességének novekedéséhez rendelhetd a myofibrillaris
fehérjék (azok koziil is els6sorban a troponin I) B-adrenerg hatasra bekovetkezd
foszforilacidja, mivel ezzel parhuzamosan csokken a myofibrillum Ca®" irdnt mutatott
érzékenysége (Noland and Kuo, 1991; Robertson és mtsai, 1982). A kdzvetlen molekularis
folyamatok a troponin I foszforilaciojaval kapcsolatban jol mérheték: adott Ca*" koncentracid
mellett csdkken a myofibrillaris kontrakitilis eré (Ca**-érzékenység csokkenés) és csokken a
myofibrillaris ATP-4z aktivitds. Valosziniisithetd, hogy a troponin [ foszforilacidja
intermolekularis kapcsolatok révén csokkenti a kozvetleniil mellette - a vékony filametumban
- elhelyezkedé troponin C Ca’*"-érzékenységét (Solaro, 2001). A troponin I molekula két
funkciondlis szempontbol jelentés PKA foszforilacids hellyel rendelkezik, a Ser-22 és Ser-23
pozicidban, melyek a molekula N-termindlis végéhez kozel helyezkednek el (Mittmann ¢és
mtsai, 1990). A molekula harom kiilonboz6 foszforilacids allapotban: defoszforilalt,
monofoszforilalt és biszfoszforilalt formaban fordulhat eld a szivizomban. Ezen formak
egymashoz viszonyitott aranya a -adrenerg rendszer aktualis aktivaltsagi szintjétol fiigg. A
molekula PKA-medialt foszforilacidja a kontraktilis rendszer csokkent Ca® -érzékenységéhez
vezet, azonban ehhez mind a két foszforilacios hely egyidejii foszforilacidja sziikséges (Dohet

¢s mtsai, 1995; Zhang ¢és mtsai, 1995a; Reiffert és mtsai, 1998; Ward és mtsai, 2002). A cTnl
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lehet6vé. A B-adrenerg stimulalasra bekovetkezé troponin I foszforilacio Ca*'-érzékenységet
csokkentd hatasat elvileg védémechanizmusként is felfoghatjuk, mely a cardiomyocytdkat a
B-adrenerg ingerlés altal kivaltott tilzott Ca®" aktivaciotél tartja tavol. Fontos azt is
észrevenni, hogy a Ca®"-érzékenység csokkenésébol szarmazo gyorsult relaxacio a B-adrenerg
pozitiv chronotropia miatt sziikiild diastolés id6t és az ezzel veszélyeztetetté vald diastolés
telddést is kompenzalja.

A PKA a vastag filamentumban taldlhatdo C proteint szintén foszforilalja. Ennek a
foszforilaciods folyamatnak a szerepe ma még nem teljesen feltart. A PKA aktivitasat fenntartd
intracellularis cAMP szint szdmos inotrop szer hatasara valtozhat. A cAMP hasitasat
fiziologias koriilmények kozott az un. foszfodieszteraz enzimek (PDE) bontjdk (Reeves és
mtsai, 1987), melynek gatlasa tobb szer elsddleges vagy masodlagos hatdsa (PDE-gatlok, és
Ca” -érzékenyiték lasd alabb). A PDE-gatlok a cAMP bontés visszaszoritdsa miatt kiilonb6z6
mértékl szimpatomimetikus hatassal rendelkeznek (Shadid és Nicholson, 1990; de Cheffoy
de Courcelles és mtsai, 1992; Katano és Endoh, 1992; Kelso és mtsai, 1995; Muller és mtsai,

1992; Cone és mtsai, 1999).



1.4. Ca**-érzékenyité mechanizmusok, a levosimendan mint Ca**-érzékenyité

Klinikai szempontbdl szamos esetben lenne kivanatos, hogy a szivizom kontraktilitdsa a sziv
Ca”"-homeosztazisanak megvéltozasa nélkiil valosuljon meg. Azt lenne célszerti tehat elérni,
hogy a kontraktilis rendszerb8l adott [Ca*’]; mellett nyerjiink ki tobb erét, fokozzuk a
kontraktilis fehérjék Ca®"-ra adott vélaszat, noveljik az izommiikodés hatékonysagat.
Ezeknek az elveknek a kozos jeldlésére alkottak a Ca®'-érzékenyités fogalmat. A Ca®'-
érzékenyités olyan folyamatok gylijténeve, melyek kiilonb6zé molekularis tdmadaspontok
mellett javitjak az izomdsszehuzodas hatékonysagat. Ahhoz, hogy a Ca’’-érzékenyitéshez
vezetd kiilonb6z6 molekularis lehetdségeket vazoljuk el6szor azokkal az elvi
megfontolasokkal ~kell megismerkedjiink, melyek a kontraktilis rendszer Ca®'-
érzékenységének leirasahoz kvantitativ szempontbdl sziikségesek.

A sziv myofibrillaris strukturai altal generalt eré Ca*'-fiiggését intakt szivizomzaton
nehéz megitélni, mert az [Ca®']; a szivciklus alatt folyamatosan és igen gyorsan valtozik. Ez a
tény ¢és az intracellularis Ca’" koncentrici6 pontos mérésének technikai nehézségei
nagymértékben gatoljak, hogy a szivciklus alatti pillanatnyi Ca®" szint és a myofilamentalis
valasz kozotti kapesolatot megbizhatéan jellemezziik. A myofibrillaris eré6 Ca*'-fliggésének
tanulmanyozasara egyszeriibb rendszerekre van sziikség. A mérésekhez leggyakrabban
sarcolemmajuktél megfosztott tigynevezett hamozott (mas néven nyuzott) preparatumokat
alkalmaznak. Az ilyen preparatumok myoplazmatikus terében a szabad Ca®" koncentracio
szabalyozhato, a kialakult erd pedig kontrollalt sarcomerhosszak mellett egyidejiileg mérhetd.
Amennyiben a kialakult eréértékeket a Ca®” koncentracid fiiggvényben tiintetjiik fel, Ggy
jellegzetes szigmoid lefutasu gorbét kapunk (kalcium-erd dsszefiiggés). A Ca®* koncentracio
kifejezésére rendszerint a molaris érték tizes alapu negativ logaritmusat alkalmazzak (pCa),
igy pCa-er6 Osszefliggésrol (3. abra) is beszélhetiink. A szigmoid lefutasti gorbe az un. Hill-
egyenlettel illeszthetd, mely a kontraktilis rendszer éltal generalt erd Ca’'-fiiggésének
legfontosabb kvantitativ értékeit tartalmazza:

Pea =P, * ([Ca> ™1 / (Casy™ M + [Ca2*]Mill) (1)
ahol P, az adott Ca®" koncentracio mellett kialakult izomert, P, a maximalis Ca*" telitettség
mellett 1étrejott izomerSt (maximalis Ca® -aktivalt er8), [Ca’’] az adott Ca>" koncentraciot,
Caso (vagy pCasg) a félmaximalis eré kifejlédéséhez sziikséges Ca®” koncentraciot, végiil
nHill az un. Hill-koefficienst jeloli. A Caso (vagy pCaso) a kontraktilis rendszer Ca®" iranti
érzékenységét 6nmagaban jellemzi. Ertéke nagymértékben fiigg a troponin C Ca®’ iranti

affinitasatol. A Casp novekedése (mely értelemszeriien a pCasy csokkenésével jar egyiitt) a
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kalcium-erd osszefiiggés jobbra tolodasaval (Ca®"-érzékenység csokkenés, pl. B-stimulacio)
jar egyiitt, a Casy csokkenése ezzel ellentétes hatast illusztral (Ca*™-érzékenyités). A Hill-
koefficiens (nHill) a szigmoid gdérbe meredekségére, és egyuttal a kontraktilis rendszeren
beliili kooperativitds mértékére jellemzd adat. A kontraktilis filamentumok kooperativ
interakcioja szamos, a vékony ¢és vastag filamentumok kozott kialakuld bonyolult
intermolekularis kapcsolat kovetkezménye. Fontos annak hangstlyozasa, hogy élettani
koriilmények kozott a sziv vékony filamentumai sohasem telitettek teljesen kalciummal, ezért
a Ca”" tranziens amplitidéjanak emelkedése a kontraktilis er6 novekedéséhez vezet. A vastag
filamentum miozin ATP4z aktivitasanak Ca’’-fiiggését ugyancsak a Hill-egyenlettel lehet
jellemezni. Figyelembe véve azt, hogy a miozin molekulak a vékony filamentumok Ca*"
telitettségének fiiggvényében bontjak az ATP-t (és generalnak erdt) nem meglepd, hogy a

. . e st r 1 r +1: rr 2+ o r r
miozin ATPaz aktivitdsanak és a kontraktilis erének a Ca” -érzékenysége azonos.

P

””

Ero

P /2 -

pCay, pCa

3. abra. A kontraktilis rendszer pCa-eré osszefiiggése. A Ca’" koncentrdcié kifejezésére rendszerint a moldris
koncentracio tizes alapii negativ logaritmusat alkalmazzak (pCa, vizszintes tengely). A Ca’" koncentrdcié balrol
jobbra né (a pCa érték ezzel pdarhuzamosan csokken). A Ca®* koncentrdcié novekedésével az izometrids
koriilmények kozétt mért izomerd a maximalis Ca®* -aktivalt erd (P,) eléréséig fokozodik (fiiggdleges tengely). Az
osszefiiggés szigmoid lefutdst mutat. A kontraktilis rendszer Ca’*-érzékenységének jellemzésére gyakorta a
félmaximalis erd (P,/2) eléréséhez sziikséges Ca’* (pCasy) koncentriciot alkalmazzdk. A pCa-erd sszefiiggés
Jobbra toléddsa a Ca’*-érzékenység csokkenését, a pCa-erd dsszefiiggés balra tolédisa a Ca’*-érzékenység
fokozodasat jelzi (szaggatott gorbék és a nyilak).
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A hamozott rostokon végzett farmakoldgiai vizsgalatok elénye az, hogy a kontraktilis
fehérjerendszer Ca” -fiiggésére kifejtett hatasok kozvetleniil tanulmanyozhatok. A vastag és
vékony filamentumokon beliili tAmadédspont pontosabb meghatdrozasahoz azonban tovabbi
modszertani finomitasokra van sziikség. Az aktin és a miozin molekuldk kozvetlen (troponin
nélkiili) egymasrahatasa pl. j6l tanulmanyozhat6 un. in vitro motilitasi tesztek alkalmazasaval
(in vitro motility assay). Ebben a rendszerben a tisztitott miozin (nitrocellul6zhoz kétve) és a
rajtuk, szabadon mozgod aktin fonalak kdlcsonhatdsa (troponinok nélkiil is) tanulményozhato
(Opie, 1998). Az aktin szdlak vandorlasi sebessége az aktin és miozin molekuldk
kolcsonhatdsa kapcsan jelentkezd erdgenerald 1épésekrdl szolgaltat informaciot. A
molekuléris bioldgiai €és cellularis fiziologiai modszerek megfeleld 6tvozésével ma mar
viszonylag egyszerlien lehet jellemezni egy szer kontraktilis rendszeren beliili molekularis
tamadaspontjat és hatdsmechanizmusat.

Hogyan képzelhetd el, hogy novekedjen a szivizomzat altal létrehozott eré a Ca*"
koncentraci6 novekedése nélkiil? A kérdésre valaszt a természet is szolgaltat, mert pl. a
hypertrophias (de nem elégtelen systolés funkcioju) szivben a maximalis Ca**-aktivalt eré
(P,) az aktin és miozin kozotti kereszthidak szaméanak novekedése kovetkeztében fokozodik.
Arra is van azonban lehetdség, hogy az egyes kereszthidak altal generalt eré ndvekedjen.
Tovabbi elvi lehetdség, hogy a kontraktilis rendszeren beliili kooperativitas fokozddjon (a
pCa-erd Osszefiiggés valik meredekebbé, nHill nd). Ennek a véltozasnak az lenne az elénye,
hogy kisebb Ca®" koncentraci6 emelkedés révén is jelentésen fokozodna az izomerd
(energetikai eldny). Utobbi mechanizmusra jelenleg még nem ismeriink gyakorlati példat, de
a késobbi gyogyszerfejlesztéseknél kivanatos lenne ennek a stratégiai szemléletnek a
kiaknazasa. Az eddig felvetett mechanizmusok ugyan fokozzak a maximalis Ca*"-aktivalt er6t
(P,) de szigoruan véve nem érintik a myofibrillaris rendszer Ca**-érzékenységét (pCaso
valtozatlan). A Ca®-érzékenység fokozodasanak tisztan érvényesiilé formajaban a pCa-eré
sszefiiggés a pCa tengely mentén balra tolodik. Ilyen hatds csak egyes Ca’’-érzékenyiték
alkalmazasakor érvényesiil (1asd alabb). Az is elképzelhetd, hogy az aktin-miozin ciklusban a
kereszthidak hosszabb idét toltsenek az erégeneralé allapotban. Ilyenkor a Ca**-érzékenyité
hatas a P, és pCas, értékeket egyarant fokozza. A Ca®-érzékenyitd szerek tehat a pCa-erd
Osszefliggés paramétereinek izolalt vagy kombindlt modositdsat eredményezhetik, mely
részben kozvetlen kontraktilis rendszerre kifejtett, részben mésodlagos (pl. PDE-gatl6)
hatasaikbol szarmazik.

A Ca*"-érzékenyitd vegyiileteknek hatdsmechanizmusuk és tamadaspontjuk alapjan

harom fobb osztalya ismert (Solaro 1996; Endoh 2001). A kontraktilis rendszer aktivalasaban
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kdzponti helyzetii troponin C Ca®"-kétését szem el6tt tartva centralis tamadaspontuak azok a
szerek, melyek fokozzak a troponin C Ca®* iranti affinitasat (I. osztaly, pimobendan, MCI-
154). Kései (downstream) tamadaspontiiak azok a vegyiiletek, melyek novelik a Ca**-kotott
troponin C kontraktilis rendszert aktivalo hatasat (II. osztaly, levosimendan, OR-1896) vagy
megvaltoztathatjak a keresztkdtések kinetikajat (gyorsabb aktin-miozin asszociacio és/vagy
lassult aktin-miozin disszocidcio) (III. osztaly, pl. EMD 57033, ORG 30029, CGP 48506)
(Vannier és mtsai, 1997). Az els6 osztalyba tartozé pimobendan és MCI-154 szelektiven
ko6tddik a troponin C-hez és adott Ca®" koncentracional noveli a Ca®* kotddés valdsziniiségét
(balra tolja a Ca>" koncentracid — troponin C Ca®" szaturacios gorbét) (Solaro és mtsai, 1993).
Ebben az értelemben ezeknek a vegyiileteknek a hatdsa mintegy forditottja az ischaemias
acidozis soran bekodvetkezd myocardidlis valasznak (Allen és Orchard, 1987). Ugyanis az
acidosis kapcsan deszenzibilizalodik a myocardium és csokken a Ca®* hatékonysaga (jobbra
tolodik a Ca®" koncentracié — troponin C Ca®’ szaturcios gorbe). (A teljességhez
hozzatartozik, hogy acidosisban a deszenzibilizalodason kiviil a maximalis Ca*"-aktivalt er6 is
csOkken (Kentish, 1991; Papp és Edes, 2000; Papp ¢és mitsai, 2002).) Az MCI-154 nem
befolydsolja az aktin altal aktivalt és az alap miozin ATPaz aktivitdsokat. Mindezek alapjan
feltételezik, hogy a vegyiilet nem hat az aktin-miozin interakciéra. Mind a pimobendan, mind
az MCI-154 PDE-gatl6 hatassal is rendelkezik, ami ugyancsak hozzajarul a vegyiiletek
pozitiv inotrop, lusitrop és vazodilatator hatasaihoz. S6t, a fokozott intracellularis cAMP
aktivalt PKA a troponin I foszforilacidja révén a Ca*'-érzékenységet csokkentheti is. A
pimobendan a majban Ca®"-érzékenyité hatastol mentes erés PDE-gatlé vegyiiletté
metabolizalodik.

A masodik osztadlyba tartozo levosimendan és szervezeten beliil kialakuld aktiv
szarmazéka az OR-1896 (4. 4dbra) a Ca®" kot6dését kovetden valtoztatjak meg a vékony
filamentumok mukodését ¢és ezaltal fokozzak az aktin és miozin interakciojat. A
levosimendan molekularis szerkezetének kifejlesztése szisztematikusan tervezett kutatdsok
eredményeként jott 1étre. A cél az volt, hogy olyan kémiai struktarat alakitsanak ki, amelyik
szelektiven és Ca*'-fliggé modon kapesolodik a myocardialis Ca®*-receptorhoz, a humén
troponin C-hez (Pollesello és mtsai, 1994; Haikala és mtsai, 1995a; Sorsa és mtsai, 2001;
2003). Az eléallitott levosimendan kotédése az N-terminalis kdzelében torténik, ahol a Ca®"
altal indukalt konformacidban egy hidrofob jellegii zseb alakul ki (1. abra). Ebbe rogziil a
levosimendan dihidropiridazinon gytirlije, mig a vegyiilet dinitril vége polaros jellegii
aminosavakhoz (GIn', GIn'®, Asp™, Ser®, és Lys’) kapcsolodik. Feltételezik, hogy a

vegyiilet kotédése a troponin C-hez mintegy stabilizlja a troponin C Ca®" 4ltal indukalt
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Ugyanakkor a levosimendan nem befolyasolja a troponin C Ca®" kotését (Edes és mitsai,
1995). Ebben a tekintetben a levosimendan hatdsmechanizmusa élesen kiilonbozik a
pimobendan és MCI-154 vegyiiletek hatdsatol. A levosimendan troponin C-hez torténd
kotédése viszont Ca’'-fiiged, igy a Ca’’-érzékenyité hatds varhatolag a systole alatt
maximalis, a diastole alatt pedig elenyészé. Ez a jelleg magyarazhatja azt a megfigyelést,
hogy a Ca*"-érzékenyités ellenére a levosimendan nem rendelkezik negativ lusitrop hatéssal
(Haikala és mtsai, 1995b). A levosimendan Ca*"-érzékenyité hatasat kiilonb6z6 koriilmények
kozott tanulmanyoztak. Myofibrillaris preparatumokon a szer dézisfliggd (0.03-10 umol.L™)
modon novelte a Ca®" altal létrehozott izomfesziilést (a pCa-erd Gsszefliggést kis mértékben
balra tolta), viszont a Ca”" altal kivaltott maximalis valaszt, valamint a miozin-ATPaz
aktivitast a levosimendan nem befolyésolta (Edes és mtsai, 1995; Sato és mtsai, 1998). Utobbi
¢észrevételek azért 1ényegesek, mivel valosziniisitik, hogy a levosimendan nem ndveli a
myocardium energiaigényét, illetve oxigénfogyasztasat (Haikala és mtsai, 1992). Kisérletes
korilmények kozott a levosimendan dozis-fliggd pozitiv inotrop hatdssal rendelkezett
(Boknik ¢és mtsai, 1997; Edes és mtsai, 1995; Jamali és mtsai, 1997; Lilleberg és mtsai 1995;
Weterings €s mtsai, 1996; Kristof és mtsai, 1998; Kristof és mtsai, 1998; Kristof és mtsai,
1999), ami alacsony koncentracidé alkalmazasa esetén (0.03 pM) nem jart egyiitt pozitiv
lusitrop és chronotrop hatasokkal (Edes ¢és mtsai, 1995). Ugyanezt erdsitették meg a cAMP-
fliggd proteinkinaz-inhibitorral (KT5720) végzett vizsgalatok is, amelyek soran azt talaltak,
hogy alacsony koncentracioban a pozitiv inotrop hatast a KT5720 nem befolyasolta (Haikala
¢s mtsai, 1997). A myocardialis hatdsok mellett a levosimendan erdteljes vazodilatator
(simaizom relaxalo) tulajdonsdggal is rendelkezik, melynek a hatdsmechanizmusa csak
részlegesen tisztazott, feltehetd, hogy abban ATP-fiiggé K csatornak megnyilasanak is
szerepe van (Kaheinen ¢és mtsai, 2001; Pataricza és mtsai 2000; Yokoshiki és mtsai, 1997,
Boknik és mtsai, 1997; Ajiro és mtsai, 2002; Sato és mtsai, 1998). Szamos 1j kisérletes adat
utal arra, hogy a levosimendan tisztin Ca*"-érzékenyitd hatisu dozistartoméany korlatozott.
Kideriilt, hogy a levosimendan terapias koncentraciot meghaladé do6zisokban (Edes és mtsai,
1995) az intracelluldris PDE enzimek gatldsara is képes, melynek a kovetkezményes
intracellularis cAMP koncentracié ndvekedése miatt P-mimetikus hatisa lehet. Erdekes
megfigyelés, hogy a levosimendan pozitiv inotrop hatdsa a posztischaemids stunning soran is
megtartott (Kristof és mtsai, 1998). Ez a tény azért is figyelemre méltd, mert ebben a

koérallapotban a troponin I proteolitikus karosodasa is szerepet jatszhat (Gao és mtsai, 1997),
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jollehet ez az elképzelés még nem nyert egyértelmi bizonyitast (Solaro, 1999; Papp és mtsai,
2000; 2001).

A Ca*'-érzékenyiték harmadik osztalyat az aktin-miozin kereszthidakra hatd
vegyliletek (EMD 53998 és ennek enantiomerjei az (+)EMD 57033 és (-)EMD 57439),
tovabba az ORG 30029 ¢és a CGP 48506 alkotjak. Hamozott izompreparatumokon az EMD
53998 balra tolta a pCa-eré gorbét, (ami egyértelmiien jelzi a vegyiilet Ca*"-érzékenyitd
tulajdonsagat) és emelte maximalis Ca®"-aktivalt er6 értékét is. Ugyanakkor az EMD 53998
erdteljes PDE gétlo hatassal is rendelkezik. Mivel az optikailag aktiv vegyiilet egy racem
keverék, megvizsgaltak a két sztereoizomer tulajdonsagait is. Az (+)EMD 57033 inkabb Ca*'-
érzékenyitd hatasokkal, az (-)EMD 57439 pedig inkabb PDE gatlo hatasokkal rendelkezett.
Az EMD 53998 ¢s az (+)EMD 57033 balra tolta a szivizom pCa-miozin ATPaz aktivitas
gorbét is. Az aktin-miozin ATPaz aktivitdsanak ndvekedése és a gorbe balra toloddsa olyan
preparatumokban is észlelhetd volt, amelyekbdl a tropomiozint €s a troponin komplexeket
elozetesen kivontdk. Utobbi eredmények egyértelmiien jelzik, hogy ezek a vegyiiletek
kozvetleniil segitik az aktin-miozin keresztkotések kialakulasat és pozitiv inotrop hatasuk
els6sorban ezzel magyarazhat6. Ugyanezt igazolta az aktin fonalak mozgéasanak direkt
vizsgélata is (nitrocellulézhoz kotott miozin fejeken, in vitro motility assay-ben), ahol az
(+)EMD 57033 novelte az aktin szalak csiiszasi sebességet. A hatas létrejottében a vékony
filamentumok keresztkotések altal torténd aktivalasa Kkitiintetett szerepet kaphat. A sziv
kontraktilitasara kifejtett hatdsok koziil kedvezdtlen, hogy az (+)EMD 50733 ¢és az EMD
53998 megnyujtjak a kontrakcié hosszat és negativ lusitrop hatastak. A kovetkezményes
végdiastolés nyoméasfokozddas diastolés funkciozavar fennalldsakor (pl. szivelégtelenség)
kifejezetten hatranyos lehet. Ezt a korlatozé tényezot csak részben enyhiti az az energetikai
elény, hogy az (+)EMD 50733-vel indukalt pozitiv inotropia csak viszonylag kis mértékben
jar egylitt a myocardium oxigénigényének fokozodasaval. Az ORG 30029 az (+)EMD 50733-
hoz hasonlbéan kedvez6tleniil hat a diastolés relaxaciora, ezzel szemben a CGP 48506 csak kis
mértékben rendelkezik ezzel a hatédssal.

Az eddigi tapasztalatok alapjan gy tiinik, hogy a Ca®"-érzékenyité és PDE-gatlo hatés
egy szerben torténd megfelelé kombinacidja a Ca**-érzékenyits kutatas jelenlegi legstlyosabb
problémaja. A Ca®'-érzékenyitd szerek klinikai alkalmazasakor a kamrai relaxacio6 lassulds a
leggyakoribb kozvetlen nehézség (Lee és mitsai, 1996). Tiszta Ca’'-érzékenyité hatas
érvényesiilésekor a lassult relaxacio értelmezése viszonylag kézenfekvd. Amennyiben pl. nd a

.....

koncentracional kovetkezik be. Ha a troponin C Ca*™-affinitisa valtozatlan, de az aktin-
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miozin ciklus mégis tobb erSt general, gy a teljes relaxacidhoz szintén jelentsebb Ca®*
koncentracié csokkenésre van sziikség. A Ca’'-érzékenyitd szerek gyakori mellékhatasaként
jelentkezé PDE-gatlas ebbdl a szempontbol elvileg kedvezd is lehet, hiszen a PDE-gatlas
kovetkeztében emelkedé cAMP szint PKA aktivaci6 révén fokozhatia az SR Ca’’
visszavételét és a relaxacid iitemét. Ezzel kapcsolatban az a legkomolyabb nehézéség, hogy
PKA stimulici6 a troponin I foszforilacid révén a Ca*"-érzékenységet is csokkentheti.
Tovabba azt is észre kell venni, hogy a PDE-gétlas eredményeként végiilis emelkedhet a Ca**
tranziens amplitidoja (B-mimetikus hatas), igy a Ca’"-érzékenyités elvi elénye (valtozatlan
Ca”"-tranziens) elvész.

A PDE-géatlas hamozott rostokon a myoplazmatikus tér dializise miatt nem érvényesiil.
A Ca*"-érzékenyitdk PDE-gatld potencialjat és ennek kontraktilitasra kifejtett modulald
hatasat ezért csak intakt sejteken, sziveken lehet tanulmanyozni. Tovabbi komplikéciot a
Ca*"-érzékenyiték szervezeten beliili metabolizmusa és az ilyenkor keletkez metabolitok
esetleges tovabbi sziv- érrendszeri hatdsai jelenthetnek. Mindezek alapjan érthetd, hogy a
Ca”"-érzékenyitékkel kapcsolatos kutatdsok (més szerekhez hasonléan) csak kiilonbdzd
komplexitasu biologiai modelleken végzett parhuzamos vizsgalatok révén szolgéltathatnak

megfeleld ismereteket.
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4. dbra. A levosimendan és aktiv metabolitja. A levosimendan (mely a {[4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-oxo-3-
piridazinil)fenil] hidrazono}propanedinitril (-) enantiomere) és a levosimendan OR-1896 jelli aktiv
metabolitianak (mely a N-[4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-oxo-3-piridazinil)fenil] acetamid (-) enantiomere)
kémiai szerkezetei.
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A levosimendan kdtddése a troponin C N-terminalisan torténik (lasd feljebb) kozel a
troponin I kotddési helyéhez. Igy mér vizsonylag régen felmeriilt annak az elvi lehetdsége,
hogy a két kozeli kotohely bizonyos koriilmények kozott egymassal vetélkedhet. B-stimulacid
nélkill levosimendan jelenlétében korabban nem ismertek fel interferenciat a két kotohely
kozott. Tehat valdsziniileg a kontraktilis rendszer aktivacidja és a levosimendan hatasanak
kialakulésa ilyenkor nem érintik egymast. Ugyanakkor ismert, hogy a troponin I B-adrenerg
stimulacidra bekovetkezd foszforilacioja csokkenti a myofilamentumok, azaz a troponin C
Ca’"-érzékenységét. Ezért feltételezhetd, hogy farmakologiai Ca®'-érzékenyités és a B-
adrenerg stimulaciéra bekovetkezé Ca’"-érzékenység csokkenés kozott interakcio all fenn,
melynek molekularis hatterét a troponin C N-terminalisa képezi. A jelen disszertacioban

ennek a molekuléris kapcsolatnak kiemelt figyelmet szenteltiink.
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1.5. Célkitizések

Az eléz6 fejezetekben bemutattuk, hogy a levosimendan olyan Ca®*-érzékenyitd vegyiilet,
amelynek receptora a troponin C N-termindlisa. Arra is felhivtuk a figyelmet, hogy a B-
adrenerg ingeriilet a szivizomsejtekben (a troponin I foszforildcidja révén) csokkenti a
troponin C Ca’"-érzékenységét. Jelenleg nem ismert, hogy a levosimendan Ca®'-
érzékenységet noveld hatdsat a troponin I foszforilacios szintje hogyan befolyasolja. A
klinikai gyakorlatban a legelterjedtebb pozitiv inotrop gydgyszerek [-adrenerg
hatdsmechanizmussal (pl. dopamin, foszfodieszteraz gatlok) rendelkeznek, melyek a
szimpatikus izgalomhoz hasonloan fokozzak a troponin I foszforilaltsagi szintjét. Terminalis
szivelégtelenségben a troponin I foszforildltsaga az egészséges kontrollhoz viszonyitva
csokken (Bodor és mtsai, 1997; Van der Velden 2000; 2003). A kronikus szivelégtelenség
mortalitasi adatait viszont a tartds f-blokkold kezelés javitja. Ezért napjainkban a tartds -
blokkol6 kezelés a szivelégtelenség standard terapidjanak tekinthetd. Kronikus
szivelégtelenség akut exacerbacidja soran viszont a pozitiv inotrop kezelés igénye gyakorta
felmeriil. Pillanatnyilag nem eldontott, hogy a B-adrenerg stimuldlé szereket vagy a -
adrenerg gatloszereket a Ca’’-érzékenyitdkkel kombinacioban érdemes-e alkalmazni. Ezért
célul elsésorban ennek a kérdéskornek a vizsgalatat tliztiik ki. Vizsgalatainkat kiilonb6zo

allatkisérletes €s human klinikai rendszerekben végeztiik:

1) Altatott tengerimalacok i.p. P-adrenerg (isoproterenol) eldkezelését kovetéen az i.p.

alkalmazott levosimendan hatdsat a bal kamrai systolés és diastolés funkcidira és a
spontan szivfrekvencidra non-invaziv moddszerrel (echocardiographia) hataroztuk meg.
Ezzel az in vivo megkdzelitéssel megkiséreltiink valaszolni arra, hogy: a/ befolyésolja-e az
isoproterenol eldkezelés a levosimendan sziv hatasait? b/ ha igen, akkor ez a hatas in vivo
koriilmények kozott milyen mértéki?

2) Langendorff-szerint perfundalt izolalt tengerimalac szivekben ugyancsak isoproterenol

elékezelést kovetden vizsgaltuk a levosimendan hatasait a bal kamra kontrakcios és
relaxacids paramétereire és parhuzamosan mértiik a myofibrillaris fehérjék (els6sorban a
troponin I) foszforilacios allapotat. Ebben az izolalt sziveket tartalmazo6 elrendezésben a
kontraktilis paramétereket és a myofibrillaris fehérjék foszforilacids allapotat csak az
isoproterenol €s a levosimendan modosithatta. Ez a rendszer tehat mentes volt a periférias
vascularis  hatdsoktol, a szisztémas reflexkapcsolatoktél ¢és a levosimendan
metabolizmusabdl szarmazd aktiv metabolittol (OR-1896). Az ugyancsak Langendorft-

r r 2+ Loz 1. r . r e r oz .
preparatumokat és fluoreszcens Ca” -mérési technikat alkalmazo kiegészitd méréseinkben
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a levosimendan dozis-hatasfiiggését a bal kamrai kontraktilitasra és egyidejiileg az [Ca'];-
ra is lehetdségiink volt rogziteni. Ezekbdl a kisérletekbdl indirekt mddon a levosimendan
foszfodieszteraz-gatld képességére is kovetkeztethettiink.

Membranrendszeriiktdl megfosztott cardiomyocytdkon (un. nyuzott vagy hamozott

preparatumok) a kontraktilis fehérjék foszforildciojanak hatasat a levosimendan altal
kivaltott Ca*"-érzékenyitésre allandé Ca®* koncentracié mellett tanulmanyoztuk.

Klinikai korilmények kozott human beteganyagon elemeztik a levosimendan szisztémas

cardiovascularis ¢és kozvetlen szivhatdsait. A betegek klinikai 4allapotanak és
gyogyszerelésének figyelembe vétele mellett Gsszefliggéseket kerestiink az allatkisérletek
soran nyert adatok és a levosimendan humén alkalamzésa kapcsan tapasztalt eredmények

kozott.
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2. Médszerek

2.1. Echocardiographia

Az echocardiographias vizsgalatokat feliiletesen altatott Hartley tengerimalacokon (450-600
g) végeztiik. Az altatas ip. 100 mg.kg™" ketaminnal tortént. Az Acuson Sequioa késziilék 7
MHz-es transducerével a bal kamra mozgésat (2D és 2D-vel iranyitott M-mod technika)
segitségével vizsgaltuk. A vizsgalat soran az allatok kiilonbdz6 dozisban isoproterenolt (i.p.
25-100 pgkgl), és/vagy levosimendant (i.p. 12,5-50 pg.kg™') kaptak. A dozis-hatas gorbék
felvételét kovetden az izolalt isoproterenol kezelés eredményét isoproterenol + levosimendan
kombinalt kezelésével hasonlitottuk O0ssze. A kombindcios vizsgalatokban (az el6zetesen
elvégzett dozis-hatas gorbek alapjan) hozzavetdlegesen maximalis szerhatéast biztositdé adagok
egymast kovetd alkalmazasa tortént. Ennek soran az isoproterenol (50 pg.kg”) alkalmazasat
kévetden 15 perccel adtuk be a levosimendant (50 pgkg') és a kombinalt szerhatas
kiértékelését tovabbi 15 perc elteltével végeztik. Az allatok a vizsgalatokat jol thrték,
elhulldst vagy egyéb komplikéciot nem észleltiink. A dézis-hatas gorbék felvétele kapcsan
ugyanazon a tengerimalacon ismételt méréseket (emelkedd gyogyszeradag) hetente egy
alkalommal végeztiink.

Eldkisérleteink alapjan a legmegbizhatobban reprodukalhaté systolés ¢és diastolés
funkcio paramétereknek az M-mod echocardiographias képen mért hatsofal kontrakcids (PW-
CV) sebesség, illetve hatsofal relaxacios (PW-CV) sebesség bizonyult. A nagy bazalis
szivfrekvencia (270-300 perc™) és egyéb pozicionalasi problémak miatt a Doppler adatok és
az ejekcios frakcid nehezen reprodukélhatonak és ezért megbizhatatlannak bizonyultak. A
méréseket két gyakorlott echocardiographias személy végezte, melyek soran adott allapot

jellemzésére 3 szivciklus atlaga szolgalt.

2.2. Perfuzios technika

A perfazids kisérleteinkhez 500-600 g sulyt Hartley tengerimalacokat hasznaltunk. A
vizsgalatokhoz az éllatokat pentobarbital (30 mg.kg™) és heparin (500 Ukg™) keverékével
elaltattuk, majd a mellkas megnyitdsat kovetden a szivet kiemeltik. A lehiitott sziveket
azonnal kaniildltuk, majd modositott Krebs-oldattal Langendorff-szerint retrograd
aortaperfuziét végeztiink (az oldat dsszetétele (mmol.L™"): NaCl:118, KCl:4,7, CaCly:2,5,
MgSO04:1,2, NaHCO;:25, Na,EDTA: 0,5, KH,P04:0,23, gliikoz:5,5; pH:7,4). A puffert 95%-

os O, é 5% CO, keverékével szaturdltuk. Az izolalt szivek felfiiggesztését kovetéen a
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kisérletek egy részében a bal kamra mechanikai paramétereinek mérése mellett radioaktiv
jeldlést végeztiink, masik részében fluoreszcens médszerrel az [Ca® ;-t rogzitettiik.

A radioaktiv jelzést alkalmaz6 elrendezésben a sziveket eldszor 25-30 percig
(atfolyasos, nem recirkulacios modon) radioaktivan nem jeldlt Krebs-pufferrel perfundaltuk.
Ezen 1d6 alatt a preparatum hemodinamikai szempontbdl stabilizdlodott. Ezt kovetden

kapcsoltunk 4t arra a recirkulacios rendszerre, mely 200 cpm.pmol” 32P-ortofoszfatot Py

tartalmazd modositott Krebs-puffert tartalmazott és a dobogd szivpreparatumokat ezzel 30
percig perfundaltuk. Ez az id6 a myocardium ATP készletének magas specifikus aktivitasu
jeloléséhez elegendd volt. A recirkulacios periddust kovetden visszakapcsoltunk az eredeti
atfolyésos rendszerre ¢s a sziveket hideg (radioaktivan nem jelzett) Krebs-pufferrel egy percig
mostuk. Ezt kovetden a sziveket kiilonbozé hatéanyagokkal (isoproterenol, levosimendan)
kezeltilk, majd a preparatumokat folyékony nitrogénben Ilehiitott Wollenberger-fogdval
hirtelen lefagyasztottuk. A levosimendant az Orion-Farmos Laboratériumaban szintetizaltak.
Az [Ca®]; monitorozasara szolgalo elrendezésben a sziveket a hemodinamikai
stabilizacié érdekében Ca®" indikatort nem tartalmazé Krebs-pufferrel elészor 25-30 percig
(atfolyasos, nem recirkulacios médon) perfundaltuk. Ezt kovetden a dobogo sziveket 200 ml 5
uM Fura-2-acetoximetiésztert tartalmazd modositott Krebs-puffert tartalmazo oldattal 30
percig recirkulaltattuk. Ez az id6 a myocardium Fura-2-jelolését szolgalta. A recirkulacio alatt
ugyanis a zsiroldékony Fura-2-acetoximetilészter a szivizomsejtek intracelluldris terébe
diffundalt, majd ott nem specifikus eszterazok hatasara a molekula acetoximetilészter
komponense hidrolizalt. A hidrolizis utan visszamaradé Fura-2 zsiroldékonsaga csekély, ezért
a Fura-2 kizar6lag az intracellularis térben koncentraldédott. A recirkulacios peridodust
kovetden visszakapcsoltunk az eredeti atfolyasos rendszerre €s a szivek koszorusér-rendszerét
a tovabbiakban Fura-2-acetoximetilészter-mentes Krebs-oldattal perfundaltuk. Ezt kdvetden a

crer

kialakulasa utan a preparatumok mechanikai viselkedését és bal kamra epicardidlis
sejtrétegeinek intracellularis Ca®" koncentraciojat parhuzamosan rogzitettik. Az [Ca®'];
méréséhez a sziv bal kamrai felszinét trifurkacios szaloptikas kabel kdzbeiktatasaval Photon
Technology International (USA) gyartmanya Deltascan egységgel viladgittuk meg. A
megvilagitdas sordan 200 Hz frekvencidval 340 nm-es ¢és 380 nm-es gerjeszto
fényhullamhosszakat valtogattunk. Az [Ca*"]i-val ardnyos 510 nm-es fluoreszcens fényt egy

nagy érzékenységli fotoelektron-sokszorozd egységhez vezettiik, mely a fényintenzitasoknak

megfelelé elektromos jeleket allitotta el6. Az [Ca®]; valtozasait a Fura-2 két gerjesztd



21

hullamhosszon nyert fluorszcencencia-intenzitas (hattérkorrigalt) hanyadosaval (R) fejeztiik
ki (Grynkiewicz és mtsai, 1985).

A perfuzio kozben a szivfrekvencidt és a bal kamra nyomasat a bal kamraba helyezett
polietilén kaniil segitségével folyamatosan regisztraltuk. A kaniilt Statham-transzducerhez,
illetve ezen keresztiil egy IBM-PC kompatibilis komputer-rendszerhez csatlakoztattuk, mely
az optikai jelek feldolgozasat is lehetdvé tette. A kontraktilitds és a relaxacio sebességének
jellemzésére a kamrai nyomdasgdrbe id6 szerinti elsd derivaltjanak maximalis értékeit

hasznaltuk (+dP/dtmax €és -dP/dtmax).

2.3. Biokémiai modszerek

A myofibrillaris frakci6 tisztitdsa a lefagyasztott szivizom mintdk poritasaval nyert anyag 1-
1,5 g-os mennyiségeibdl tortént (Solaro, 1971). Az izolalasi technika lényege, hogy tobbszori
homogenizalast és centrifugalast kovetden 1%-os Triton X-100 detergenst tartalmazé foszfat
pufferrel a kiilonb6zd membranszennyezddéseket és az egyéb szolubilizalhato fehérjéket
eltavolitsuk.

Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézist 10-18%-o0s és/vagy 5-20%-o0s linearis
gradiens lapgéleken Laemmli (1970) szerint végeztiik. A gélelektroforézist kdvetden a
géllapokat fixaltuk, majd Coomassie-kékkel festettilk. A folosleges festék kimosdsat 40%
metanolt, és 10% ecetsavat tartalmazo oldatban végeztiik. Ezt kdvetden a géllapokat vékony
milanyag zsakokban légmentesen lezartuk és Kodak Lanex Regular kazettakba helyeztik. Az
autoradiografiat Fuji RX rontgenfilmekkel, altalaban 48 o6rds expozicidés i1d6t hasznalva
végeztilk. Az el6hivott filmek és a Coomassie-kékkel festett gélen lathato kép alapjan az
egyes radioaktivan jelolodott fehérjéket (troponin I és C protein) molekulastulyuk alapjan
azonositottuk. A fehérjékbe beépiilt 32P meghatarozasahoz az egyes foszfoproteineket a
géllapokbol szikével kivagtuk majd folyadék-szcintillacios modszerrel radioaktivitasukat
megmértiik (Edes és mtsai, 1989). A foszfat beépiilést (figyelembe véve valamennyi
perfundalt sziv [y-32P]JATP specifikus aktivitasat) pmol 32P.mg™" fehérje értékekben, fejeztiik
ki.

A fehérjemeghatarozasokat Peterson (1997) mddszerével végeztiik, standardként borju
szérum albumint hasznaltunk. A perfundalt szivek [y-32P]ATP specifikus aktivitasat Kopp és

Bérany szerint (1979) hataroztuk meg.
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2.4. Mérések izolalt cardiomyocytakon

A cardiomyocytakat mechanikusan izolaltuk (Van der Velden és mtsai, 1998; 2002; Papp ¢és
mtsai, 2002). Az izoladldo oldat a kovetkezd6 komponenseket tartalmazta (mmol.L™")
imidazol:10, MgCl,:1, KCIL:100, EGTA:2, Na,ATP:4 (pH 7,0). Az aktivalé (pCa 4,75) és
relaxalo (pCa 10) oldatok szabad Ca®" Gsszetételét komputer program segitségével terveztiik
(Fabiato és Fabiato, 1979). A kozbiils6 pCa értékekkel jellemzett aktivald oldatokat a fentebb
leirt alap oldatok megfelelé aranyt keverésével allitottuk el6. A myocytakat tartalmazo
szuszpenziot 0,5%-os Triton X-100-al 5 percig kezeltikk. Ez a detergens kezelés a sejtek
membrankomponenseit eltavolitotta és igy az aktivalo oldat Ca®* koncentricidja szabad
diffuzio révén jutott el a myofilamentumokhoz. A vizsgalni kivant izolalt cardiomyocytat
invertalé mikroszkép targyasztalan szilikonragasztoval két vékony rozsdamentes acéltiihoz
ragasztottuk. Az egyik tithoz érzékeny erémérd transzducert, a masik tithoz elektromagnetikus
motort rogzitettink és mindkét tli mozgasat botkormany-vezérelt elektromotoros
mikromanipulatorokkal szabalyoztuk. Az atlagos sarcomerhosszt relaxalo oldatban 2,2 pum-re
allitottuk (Fan ¢és mtsai, 1997; Gannier és mtsai, 1993). A szivizomsejtet 6vezd oldatok
cseréjét kontrollalt hoémérsékleti viszonyok mellett (15°C) a targyasztal oldaliranyt
mozgatdsa révén valdsitottuk meg, melynek sordn a preparatumot az egyik kis volumenti
oldatcseppbdl (kb. 40ul) a masikba vittiik at. Az izometrikus erémérés soran a kialakult
maximalis fesziilést mind analdég modon, mind digitalis jelek forméjaban egyedi fejlesztésii
komputer program segitségével regisztraltuk. A maximalis fesziilés kialakulasat kovetden a
myocytdk hosszat hirtelen (1 msec alatt) 20%-al csokkentettiik majd az eredeti hosszt
visszaallitottuk (,,slack test”) (Papp ¢és mtsai, 2002). Ez a mandver a nulla erdszint
meghatarozasara szolgalt. A kisérletek soran az adatgyiijtést 20 Hz-es frekvenciaval végeztiik,

a slack test soran a frekvenciat 1000 Hz-re noveltiik.

2.5. Statisztikai modszerek

A szédmszerlsithetd eredményeket az atlag és a mintakdzép hibdja (S.E.M.) segitségével
tiintettiik fel, a statisztikai vizsgalatokat Student féle #-teszttel vagy varianciaanalizissel
végeztiik. Szignifikansnak a P<0,05 eltéréseket tekintettiik. A levosimendan Ca® -érzékenyité

hatdsanak koncentracio-fiiggését modositott Hill-egyenlet segitségével illesztettiik (Szilagyi

¢s mtsai, 2004).
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3. Eredmények

3.1. Echocardiographias vizsgalatok
Altatott tengerimalac sziveken, mind a levosimendan, mind az isoproterenol a bal kamra hats6
falanak 6sszehtzodasi (PW-CV) és a relaxacios sebességét (PW-RV) dozis-fiiggd modon
fokozta. Az isoproterenol (100 pgkg') hatdsira a bazalis PW-CV és PW-RV értékek
(2,0840,06 cm.sec”, illetve 2,2840,06 cm.sec’) szignifikinsan novekedtek (2,87+0,09
cm.sec”, illetve 2,99+0,06 cm.sec™). Ugyanezen allatokban a szivfrekvencia is szignifikans
emelkedést mutatott (284+11 iités.perc”’ értékrsl 341+10 iités.perc'-es értékre). A Ca®'-
érzékenyité levosimendan 50 pgkg'-os dozisa szintén szignifikansan novelte, mind a
kontraktilitasi  (1,96+0,06 cm.sec 16l 2,45+0,07 cm.sec'l—re), mind a relaxacids
paramétereket (2,03+0,05 cm.sec-r6l 2,38+0,05 cm.sec'l—re). Kisebb meértékben, de a
szivfrekvencia is szignifikansan nétt (2789 iités.perc'-r61 307+8 iités.perc ' -re) (5. abra).
Kisérleteink kovetkezd fazisaban a levosimendan kezelést eldzetes isoproterenol
alkalmazas utan vezettiik be (6. dbra). A potencidlis interakcid vizsgélata érdekében eldszor
kozel maximalis hatast isopoterenol kezelést alkalmaztunk, majd a maximalis hatast kivalto
levosimendan dozist injektaltuk. A kombinalt kezelés id6-hatds gorbéinek és az izolalt
isoporterenol alkalmazas id6-hatas gorbéinek Gsszehasonlitasa soran a levosimendan adésat
kovetden nem észleltiink szignifikans valtozast a kamrafunkcidés paraméterekben sem a 15
perces, sem a 30 perces adatok Osszehasonlitasakor. (Az 6nalldé [nem kombinalt] d6zis-hatas
gorbék felvétele kapcsan a levosimendan hatds csucspontja 15 percnél volt.) A kombinalt
kezelés soran a maximalis levosimendan dozis (50 pg.kg™) elézetes isoproterenol (50 pg.kg™)
kezelést kovetden tehat, mar nem fokozta a bal kamra kontraktilitisat, sem a relaxacio

sebességet sem a szivirekvenciat.
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5. abra. Altatott tengerimalacok bal kamrai (hatsé fal) falmozgas sebességének meghatirozasa M-méd
echocardiographia felhasznalasaval. Az [ mdasodperc hosszusagu M-mdd felvételeket nyugalmi allapotban (A)
és 2 perccel az isoproterenol (i.p. 50 ugkg”) (B) alkalmazdsa utin mutatiuk be. A fiiggéleges vonalak a systolés
falmozgas kezdetét és veget jelolik. C. A systolés falmozgas (PW-CV, 0) és a diastolés falmozgds (PW-RV, o)

crer

crer

alapallapothoz viszonyitott szignifikans kiilonbségeket jelolik. (A PW-CV és PW-RV értékeket az isoproterenol és
levosimendan alkalmazasa utan 2 és 15 perccel hataroztuk meg.)
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6. abra. A APW-CV (A) és APW-RV (B) atlagok idéfiiggése altatott tengerimalacok Kkiilonbozo
csoportjaiban: egyszeri isoproterenol alkalmazas (50 ug-kg'l a 0 perc idépillanatban; APW-CV: o; APW-

RV: A); egyszeri isoproterenol alkalmazas (50 ug-kg'1 a 0 perc idépillanatban) egyszeri levosimendan

alkalmazassal kombinalva (50 pg-kg’ a 15 perces idopillanatban) (APW-CV: o; APW-RV: V). Az
isoproterenol levosimendannal torténd kombindcioja 30 perccel a kisérletek kezdete utan (APW-CV: o; APW-
RV: V) a kontraktilis paraméterekben nem eredményezett szignifikans valtozast a levosimendan mentes csoport

megfelel6 paramétereihez viszonyitva (0 vagy A). (A csillagok a szermentes alapallapothoz (0 perc) viszonyitott
szignifikans kiilonbségeket jelolik.)

Kombinalt kezelés soran a levosimendan inotrop és lusitrop hatdsanak elmaradasa
elviekben szdmos okkal magyarazhat6. Felmeriilhet pédaul, hogy a levosimendan hidnyzo
hatasa az altatott allatok folyamatosan valtozé eld- és utoterhelésével, valamint a novekvod
szivfrekvenciaval is 0sszefliggésbe hozhato. Méas szavakkal nem zarhat6 ki, hogy az altatott
allatokban a Ca”"-érzékenyités hatasat a folyamatosan valtozé keringési kdrnyezet miatt nem
¢észlelhetjiik megfeleléen. Ezért kisérleteinket a tovabbiakban izolalt szivpreparatumokra is

kiterjesztettiik.
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3.2. Perfuzios vizsgalatok

Perfuzios vizsgélataink sordn a Langendorff-preparatum bal kamrai utdterhelését konstans (70
vizem koriili) értékre allitottuk, ezért ez a modell némileg leegyszerisitett koriilmények
kozott tette lehetové a kamra funkciojanak tanulmanyozasat. Az izolalt készitmény tovabba
biztositotta az [Ca®’]; parhuzamos rdgzitését vagy a preparatum [**Plortofoszfattal torténé
magas fajlagos aktivitasti izotdp jelolését és igy a fehérjefoszforilacios folyamatok (pl.
troponin I foszforilacid) direkt, ,,in vivo” tanulmanyozasit is (Edes és mtsai, 1989).
Kisérleteink soran igyekeztiink a kombinalt (isoproterenol + levosimedan) kezelést olyan
kortilmények kozott végezni, hogy a kontraktilitasban és a relaxacié sebességben bekovetkezd
valtozdsokat a  myofibrillaris  fehérjék  foszforilaltsagi  allapotdnak  parhuzamos
tanulmanyozasaval értékelhessiik.

Izolalt Langendorff-sziveket alkalmaz6 kisérleteink elsé 1épéseként, az altatott
tengerimalacokon végzett mérésekhez hasonldan, eldszor dozis-hatdserdsség vizsgalatokat
végeztliink. A levosimendan maximalis hataser0sségének meghatarozasa soran parhuzamosan
az [Ca™"]it is rogzitettiik. A 7. abran bemutatott eredmények alapjan az isoproterenollal
kombinalt mérésekhez a 0,3 pmolL” levosimendan koncentraciot valasztottuk. A
fluoreszcens hanyados jel (R) dozis fliggése felhivja a figyelmet arra, hogy ennél a
koncentracional viszonylag kis mértékii, de szignifikans Ca®>" tranziens amplitado
novekedéssel 1s szamolni kell. Tovabbi eldkisérleteket és korabbi irodalmi adatok
felhasznalva az izolalt isoproterenol alkalmazas vonatkozdsaban is bovitettilk ismereteinket
(Edes és mtsai, 1989). Nyilvanvalova valt, hogy a 2 perc id6tartamu 0,1 pmol.L™
isoproterenol kezelés maximalisan foszforildlta a myofibrillaris fehérjéket (legalabbis a
markerként hasznalt troponin I-t és a C protein-t). A stimuldlas leallitasat kovetden a
kontraktilitasi (+dP/dty,x) és relaxacios (-dP/dty.x) paraméterek és a szivfrekvencia 3-4 perc
alatt visszatértek a stimulalast megel6z6 bazalis értékekre (Talosi €s mtsai, 1993). Ehhez
képest a troponin I és a C protein defoszforilacigja lasst folyamatnak bizonyult, mivel ezek
még 15 perccel az isoproterenol stimuldlast kdvetden is részlegesen foszforildltak maradtak
(Talosi és mtsai, 1993). Kombinalt szerhatast teszteld kisérleteinket ezért ugy allitottuk be,
hogy kihasznaljuk azt az iddablakot, amikor a bal kamra funkcié mar normalizalodott, de a
troponin [ és a C protein még részlegesen foszforilalt allapotban volt. Ez a megoldas
egyediilallo lehetdséget nyujtott annak a kérdésnek a tanulmanyozaséara, hogy a kontraktilis
paraméterek azonos értékein (kiinduldsi vs. isoproterenol stimuldlt) befolyasolja-e a

levosimendan Ca”"-érzékenyitd hatasat a kontraktilis fehérjék foszforilacidja (8. abra).
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7. abra A levosimendan dozis-hatas fiiggése Langendorff-szerint perfundalt tengerimalac sziveken a
kontraktilitasra (+dP/dt,,,, ®) és az [Ca’|—val arinyos fluoreszcens hinyados értékekre (R, o)
(atlagxS.E.M.). 4 csillagok a szermentes alapallapothoz (100%) viszonyitott szignifikans kiilonbségeket jeldlik.

Az isoproterenol (0,1 pmol.L”, 2 perc) és a levosimendan (0,3 umol.L™, 5 perc)
onalléan alkalmazva Langendorff-szerint perfundalt sziveken egyértelmii pozitiv inotrop,
lusitrop ¢és chronotrop hatasokkal rendelkeztek. Az isoproterenol stimulalds kapcsan a bazalis
+dP/dtmax, -dP/dtmax és szivirekvencia értékek (rendre: 2066143 Hgmm.sec'l, 2002440
Hgmm.sec™, illetve 172+16 iités.perc’) dramai modon, szignifikinsan novekedtek (rendre:
4896+415 Hgmm.sec', 39044238 Hgmm.sec', illetve 273+11 iités.perc’). Az 6nallo
levosimendan kezelés esetében ugyanezen paraméterek a kovetkezoképpen alakultak; bazalis
értékek, rendre: 2050439 Hgmm.sec'l, 1990+37 Hgmm.sec'l, illetve 1754 ﬁtés.perc'l;
stimulalt értékek, rendre: 2624+83 Hgmm.sec'l, 2269156 Hgmm.sec'l, illetve 201+£3
ités/perc. Korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban (Talosi, 1993) azt tapasztaltuk, hogy az
isoproterenol stimulalast kovetd emelkedett kamrafunkcios paraméterek és a szivfrekvencia 3-
4 perccel az isoproterenol infuzio ledllitdsat kovetden normalizadlodtak és tértek vissza a
bazalis értékekre.

A kombinalt kezelés soran el8szor isoproterenolt alkalmaztunk (0,1 umol.L™”, 2 perc),
majd a stimulalast kovetéen a szivprepardtumokat tovabbi 15 percig mostuk, ez alatt

valamennyi kamrafunkciés paraméter normalizalodott. Ekkor maximalis dézisu
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levosimendant alkalmaztunk (0,3 pmol.L™) és a bal kamra funkciovaltozasat regisztraltuk.
Utobbi koriilmények kozott a levosimendan hemodinamikailag nem okozott szignifikans

novekedést a kamrafunkcios paraméterekben (+dP/dtyax, -dP/dtax).
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8. abra. A. Langendorff-szerint perfundilt tengerimalac szivek +dP/dt,,, (0) és -dP/dt,., (©)
valtozasainak (A) idéfiiggése (a 0 idépillanattol 2 percig tarté 0,1 pmol-1" koncentraci6ji) isoproterenol és
azt kovetd (17. perctél inditott 5 percig tarté 0,3 pmol-1" koncentricioju) levosimendan kezelés soran. 4 (0

e

kontraktilis paraméterekre kifejtett kdvetkezményeit (A+dP/dt,,..: A és A-dP/dt,..: V) szintén feltintettiik. A
levosimendan izolalt alkalmazasaval ellentétben (A és V) nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a
kontraktilis paraméterekben ha a levosimendan kezelést isoproterenol el6kezeléssel kombindltuk (m és o). B. A

hatdroztuk meg. Az igy dbrdzolt fehérjecsikok intenzitisa a *’P inkorpordcié mértékével (, kontroll” = kontroll
kériilmények; ,iso” = 2 perc 0,1 umolI" isoproterenol perfiizié, , iso+levo” = isoproterenol és levosimendan
kombinalt alkalmazasa; ,, C prot” = miozin kéto protein C, LCy = miozin konnyii lanc 2). C. A troponin I (cTnl)
2P beépiilés valtozasdanak (melyet a kontraktilis rendszer foszforilacidjanak markereként kezeltiink) idébeli

alakulasa isoproterenol (©) és azt kdvetd levosimendan () kezelést kévetéen Langendorff-szerint perfundalt
tengerimalac sziveken (a protokoll az A részen lévon leirtakkal megegyezik). Az A és C abrarészeken a csillagok
szermentes dllapothoz viszonyitott szignifikans kiilonbségeket jelolik.

A myofibrillaris fehérjék foszforilacidjat a szivpreparatumok **P-ortofoszfat jelolését
kovetden vizsgaltuk. A korabbi irodalmi adatokkal megegyezden az isoproterenol (0,1
umol.L”, 2 perc) tobbszorosére novelte (360+31 pmol.mg” protein, n=4) a bazalis

foszforilaciot (112+17 pmol.mg” protein, n=4). Ugyanakkor az isoproterenol stimulalas
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leallitasat és 15 perc mosast kdvetden a troponin I foszforilacié még mindig szignifikdnsan
magasabb volt (178419 pmol.mg™ protein, n=4), mint a bazalis érték. Ha az isoproterenol
stimulalast és a 15 perces mosasi periodust egy tovabbi levosimendan infizi6 (0,3 pmol.L™)
kovette, akkor 5 perc folyamatos stimuldlds utdn tovabbi mérsékelt, de szignifikdns
névekedést észleltink a troponin I *?P-inkorporacioban (201+18 pmol.mg” protein, n=4).
Végeredményben kisérleteinkkel egyértelmiien bizonyitani lehetett, hogy isoproterenol
stimulédlast kovetéen, amig a troponin I foszforilacio a bazilis értékre nem csokken (ez
perfundalt tengerimalac sziveken kb. 30 perc) a Ca*’-érzékenyitd levosimendan
szignifikansan csokkent hemodinamikai hatékonysagot mutatott.

Mindezek utan megvizsgaltuk a myofibrillumok levosimendan - Ca*’-érzékenység
osszefiiggését izolalt, hamozott sejteken is, ahol a myofibrillaris szerhatdsok azonos Ca’"

koncentraciok és fehérje foszforilacios szintek mellett tanulmanyozhatok.

3.3. Izolalt cardiomyocyta vizsgalatok
Izolalt hamozott cardiomyocytdkon a levosimendan doézis-fiiggd moédon novelte a
myofibrillaris Ca**-érzékenységet. Ez a hatas elssorban a szubmaximalis Ca®-aktivaciot
okozé Ca® koncentracioknal (esetiinkben pCa 6,2) volt jol észlelhetd. Szermentes
kériilményeink kozott a pCa 6,2 Ca®" koncentracional a pCa 4,75-nél mért maximalis
izometrikus eré (P,) 13+1%-a alakult ki. A fenntartott pCa 6,2 mellett azonban, mar 5
nmol.L" levosimendan hatasara is szignifikinsan novekedett az izometrids erd, ami a
vegyiilet Ca”"-érzékenyitd hatasat jelezte. A maximalisan elérheté izometrikus erd névekedés
(10 pmol.L'-os levosimendan koncentracié hatasara) 51+5%-nak bizonyult.

Ugyanakkor a myofibrillaris preparatum cAMP-fliggd PKA katalitikus alegységgel
(100 U/ml ATP jelenlétében) torténd 40 perces eldkezelése, mely a kontraktilis rendszer
foszforilaltsagat fokozta, teljes mértékben felfiiggesztette a levosimendan altal kivaltott Ca®'-
érzékenyitést. Ezen koriilmények kozott még a 10 pmol.L'-os levosimendan koncentraci6 is
teljesen hatastalannak bizonyult. Korabbi irodalmi adatok alapjan (Van der Velden és mtsai,
2000; 2002) a katalitikus alegységgel tortént inkubalés, hasonld kisérleti koriilmények kozott

egyértelmiien foszforilalta a troponin I alegységet.
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9. abra. Hamozott tengerimalac szivizomsejteken végzett kozvetlen erémérések. A kisérletes elrendezés
soran hasznalt szivizomsejt prepardtum kétdimenzios képét az A abrarész mutatja. Az izolalt myocytat egy
nagyérzékenységii erémeérc és egy elektromdgnenses motor kozott rogzitettiik (sarcomerhossz: 2,2 um,
kalibrdciés vonal: 20 um, relaxdlé oldat). A Ca’* kontraktirdkat (pCa: 6.2) 1 umol ' levosimendan
Jjelenlétében és hidanydban rogzitettiik 100 Uml™" protein kindz A (40 percig tartd) inkubdcié el6tt (B) és utdn
(C). A vizszintes jelolések és a szaggatott vonalak a nulla és passziv erdszinteket mutatjak. D. Az izometridas erd
dozis-fliggése a levosimendan koncentracio fiiggvényében protein kinaz A kezelés eldtt (o) és utan (e). (100
Uml” protein kindz A és 6 mmol I dithiothreitol 40 percig 20 °C-on.) A folyamatos vonal a Hill-egyenlettel
végrehajtott illesztés eredményeit mutatia (ECsp = 5 + 3 mmol I, nHill = 0.9 + 0.3, Plevomayy = 31 £ 5%). A
csillagok a szermentes alapallapothoz (100%) viszonyitott szignifikans kiilonbségeket jelolik.

3.4. Megfigyelések human szivelégtelenség kezelése kapcsan

Ritkan adoédik egy kutatdsi project kapcsan, hogy a preklinikai kisérleti megfigyeléseket
(allatkisérleteket) kovetden ugyanannak a személynek lehetdsége legyen az tjonnan
kifejlesztett gyodgyszer klinikai kiprobalasaban is résztvenni. Szerencsésen alakultak a
koriilmények, mivel a preklinikai kisérleteink mellett elindultak a levosimendannal
kapcsolatos Ill-as fazis vizsgalatok is. A vizsgalatok kapcsan szivelégtelenség kiillonbozo

formaiban (kronikus szivelégtelenség akut exacerbacidja, szivmiitéteket kovetd globalis
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stunning, elérehaladott szivelégtelenség [szivtranszplantacios varolista]) hasonlitottak ossze a
levosimendan klinikai hatékonysagat a vezetd forgalomban 1évd pozitiv inotrop szerrel
(dobutamin). Ez a tanulmany a LIDO study volt, amelybe 6sszesen 203 beteget valasztottak
be. Klinikank is részt vett a tanulményban és dsszesen 10 beteget randomizaltunk. A LIDO
tanulmany adatai alapjan a levosimendan kival6 hemodinamikai hatékonyséagu, jol toleralhato
szernek bizonyult €és szignifikdnsan csokkentett a 30 napos és féléves teljes mortalitast (10.
abra). A LIDO tanulmanyba bevalogatott betegeink adatait kiilon elemezve azt az érdekes
eseti megfigyelést tettiik, hogy a kronikus B-blokkold kezelés szignifikdnsan javitotta a
levosimendan hatékonysagat (perctérfogat, pulmonlis kapillaris nyomas csokkenése) (1.
tablazat). Mivel a kronikus B-blokkold kezelés hatasira egyértelmiien csokken a bazalis
cAMP szint és a troponin I bazdlis foszforilacioja feltételeztiikk, hogy a levosimendan
hemodinamikai hatékonysaganak novekedése a bazalis foszforilacid ezen valtozasaval
fligghet 0ssze. Ezek a klinikai megfigyelések teoretikusan jol magyarazhatéak preklinikai
alatkisérleteink adataival. A LIDO tanulményban az egész beteganyagra Kkiterjesztve
részletesen megvizsgaltdk a P-blokkold kezelés és a levosimendan hatékonysagdnak

Osszefiiggését és megerdsitették egyedi megfigyelésiinket (11. dbra) (Follath és mtsai, 2002).
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10. abra. A levosimendan és dobutamin hatisa a tihlélésre eléreladott szivelégtelenségben szenvedé
betegeken. 4 haldlozas csékkenése a levosimendan csoportban szignifikansnak bizonyult mind az 1 honapos (30
nap), mind a fél éves (180 nap) idopontokat tekintve.
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1. Tablazat. A levosimendan hemodinamikai hatdsa a B-blokkold kezelés fiiggvényében

(sajat adatok)
Kronikus p-blokkolo Kronikus B-blokkolo
kezelés mellett (n=2) kezelés nélkiil (n=2)
Perctérfogat novekedése (L.perc™) 1,4 0,8
Pulmonalis nyomads csokkenése 8,7 4.8
(Hgmm)

Az adatok keét-két beteg datlagai. A kis esetszam miatt statisztikai vizsgdlatot nem végeztiink, az adatok csak
egyedi megfigyelésiinket mutatiak. Ugyanakkor a LIDO tanulmany teljes beteganyagan (n=203) hasonlo
osszefiiggést mutattak ki Follath és mtsai, 2002 (lasd 11. abra).
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11. abra. Levosimendan hatasa a perctérfogatra a 3-blokkolo kezelés fiiggvényében (LIDO adatok). 4 béta
blokkolo kezelés szignifikansan novelte a levosimendan hatékonysagat. Dobutamin esetében forditott hatas volt
megfigyelheto, ami valosziniileg a beta receptorra gyakorolt kompetitiv hatdasok eredménye.
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4. Megbeszélés

4.1. A levosimendan altal medialt Ca**-érzékenyités és troponin-I foszforilacio
Eredményeink szerint a kiilonb6zé allatmodelleken (altatott tengerimalac, perfundalt
Langendorff-sziv preparatum, izolalt cardiomyocyta) a levosimendan jol mérhet6 dozis-fiiggd
pozitiv inotrop és lusitrop hatdssal rendelkezett. A kombinalt (isoproterenol + levosimendan)
kezelés soran valamennyi modellben kimutathatdé volt a levosimendan kontraktilis valaszt
fokozd hatasainak csokkenése/megsziinése, amely a Langendorff-kisérletek ¢és az izolalt
cardiomyocyta vizsgalatok alapjan a kontraktilis fehérjék - és azok kozott is elsésorban a
troponin I - foszforilaciojaval fiigghetett 6ssze. Eredményeink felvetik, hogy a levosimendan
Ca®"-érzékenyité hatasa direkt modon fiigg a troponin I foszforilacié mértékétsl. Haikala és
mtsai (1997) ilyen irdnyt felvetései 6sszhangban allnak sajat mérési eredményeinkkel.

Az altatott allatokon ¢és a Langendorff-perfundalt sziveken mért maximalis
isoproterenol és levosimendan valaszok Osszehasonlitasa érdekes Osszefliggéseket tart fel.
Altatott allatokon a levosimendan altal kivaltott maximalis inotrop valasz megkozelitdleg
50%-a volt az isoproterenolénak. A Langendorff-szerint perfundalt sziveken a levosimendan
hemodinamikai hatasai azonban Iényegesen elmaradtak az isoproterenol mogott.
Feltételezhetéen a levosimendan hatékonyabb, ha myocardialis sejteken kiviil az egész
cardiovasculdris rendszer kapcsolatba keriill a vegyiilettel. Ez azt is sugallja, hogy a
szivizomsejtek myofilamentalis struktirdin kiviil a teljes szerhatds kialakuldsdhoz mas, pl.
vascularis tdmadaspontok is hozzajarulnak. Ugy tiinik tehat, hogy a levosimendan okozta
pozitiv inotropia kifejezdédése szempontjabdl elonydsebb, ha a cardidlis hatasokon kiviil a
vascularis hatdsok is érvényesiilhetnek.

A levosimendan keringéstamogat6 hatasa fizioldgias koriilmények kozott Osszetett,
potencialisan t5bb killsnbozé mechanizmust is magaba foglalhat: 1/ Ca*"-érzékenyités, 2/
foszfodiészteraz (PDE) gatlas és 3/ ATP-fiiggd K™ csatorna aktivalas. Méréseink szerint a
Ca’"-érzékenyité hatds mar igen alacsony koncentracio mellett kialakult, izolalt
cardiomyocytakon a szamitott ECsy érték 543 nmol.L'-nak bizonyult. Tehat klinikailag
relevans koncentracioknal is (6-12 nmol.L™) (Kivikko és mtsai, 2002) val6sziniileg szamitani
kell a Ca®"-érzékenyité hatasra. Ugyanakkor a cAMP koncetracié emelkedésével jaro PDE-
gatld hatds csak magasabb koncentracioknal észlelhetd (Virag €és mtsai, 1996), ami
valoszintisiti, hogy a klinikailag relevans dozisoknal ennek a mechanizmusnak alarendelt
szerepe van. Altatott tengerimalacokban a kontrakcidk sebessége kisebb levosimendan

koncentraciok mellett kezdett emelkedni, mint a relaxaciok sebessége. A kontrakcios sebesség
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izolalt fokozodasa valosziniileg tiszta Ca’*-érzékenyité hatds kovetkezménye. A nagyobb
levosimendan koncentracioknal azonban a PDE-gatl6 hatds nem zarhato ki, mert a lusitropia
fokozodasat Ca®'-érzékenyitéssel nem, kifejezett mértékii PDE-gatlassal azonban
magyarazhaté (Edes és mtsai, 1995; Brixius és mtsai, 2002). A levosimendan legnagyobb
dozisainal a lusitropia jelentds fokozddasat tapasztaltuk (a relaxdcids sebesség jelentds
fokozodasat altatott tengerimalacokon ¢€s a -dP/dty.x emelkedését Langendorff-sziveken), ami
arra utal, hogy a szer maximalis hatasanak kifejédésében bizonyos mértékben a cAMP szint
fokozddasa is szerepet kaphatott. Fentiekkel Osszhangban a Langendorff-perfuzios
kisérletekben 50 nmol.L™ koncentracioknal nagyobb levosimendan koncentraciok
alkalmazasakor az epicardialisan regisztralt [Ca’’] ndvekedését tapasztaltuk. A terapias
koriilmények kozott alkalmazott levosimendan cAMP-t emeld hatasa azonban valdszintileg
korlatozott (Hasenfuss és mtsai, 1998), mivel a terdpias koncentracié (6-12 nM) elmarad att6l
a szintt6él mely a cAMP koncentracid effektiv emeléséhez sziikséges (Kivikko és mtsai, 2002).
Ezt a feltételezést tamogatjdk sajat, ujkeletii adataink is, melyek szerint a két dominans
intracellularis PDE izoforma (a PDE III és PDE 1V) (Steinberg és Bruton, 2001) egylittes
gatlasahoz szilikséges levosimendan koncentracio ECs értéke umol.L'l-os tartomdnyban van
(Szilagyi és mtsai, 2004). Az ATP-fiiggd K csatorna aktivalas kdzvetleniil nem az inotropia
befolyéasolasan keresztiil hat, hanem az utéterhelés csokkentésével javitja a keringést. A
levosimendan okozta vazodilatacié vélhetden olyan regiondlis sajatsdgokkal bir, mely eldnyos
kombinaciét jelent a myofilamentalis Ca®'-érzékenyitéssel (Nieminen és mtsai, 2000;
Slawsky és mtsai, 2000).

A PKA foszforilacio gatlo hatasat a levosimendan Ca” -érzékenyité hatasara minden
allatmodellen észlelni lehetett, de a legegyértelmiibb eredményeket az izolalt
cardiomyocytdkon elvégzett kisérletek adtdk. A cAMP-fliggd protein kindz katalitikus
alegységgel és ATP-vel tortént preinkubacio gyakorlatilag felfiiggesztette a Ca®'-
érzékenyitést. Ezen korilmények kozott korabban egyértelmilien igazoltdk a troponin I
foszforildlodasat (Van der Velden és mtsai, 2000; 2002). A drdmai hatas valdsziniileg tobb
tényezének tudhatd be: 1/ az izolalt prepardtum mentes volt mindenfajta egyéb zavard
hatastol (eld-, utoterhelés valtozasa, ATP-fiiggd K csatorna aktivalas, PDE-gétlas stb.) (Lee
¢s mtsai, 1996), igy mindenfajta ,,tompité” masodlagos kompenzacio nélkiil volt vizsgéalhato a
Ca®"-érzékenyités és protein foszforilacié kapcsolata és 2/ az izolalt preparatum jellegébél
(permeabilizalt sejt) kovetkezden valdsziniileg nem rendelkezik protein foszfataz aktivitassal,
igy a katalitikus alegység altal medialt foszforilacio valoszintileg teljes mértékben szaturalta a

foszforilalhato helyeket.
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4.2. Kronikus szivelégtelenség kezelése a Ca’'-érzékenyité levosimendannal és a p-
adrenerg rendszer modulatoraival
Az egészséges myocardialis mintdkon mért kisérletes adataink fenntartasok nékiil a patologias
koriilményekre nem vonatkoztathatok. Kronikus szivelégtelenségben az irodalmi adatok
alapjan: 1/ csokken a sejtszintli B-adrenerg valasz, ami a troponin I bazalis foszforilacidjat is
csokkenti (Bodor és mtsai, 1997; Van der Velden és mtsai 2003), 2/ csokken a Ca”' tranziens
amplitadoja (Beuckelmann és mtsai, 1992) és 3/ ndvekszik a myofibrillumok Ca®'-
érzékenysége (Wolf és mtsai 1996; Van der Velden és mtsai, 2003). (Ez utobbi jelenséget
altalaban a troponin I bazalis foszforilaci6 csokkenésével magyarazzak (Wolf €s mtsai, 1996;
Van der Velden és mtsai, 2003).) A levosimendanrdl viszont az is ismert, hogy annak
troponin C-hez torténé kapcsolodasa és ezért az altala keltett pozitiv inotropia is Ca®'-
dependens (Haikala és mtsai. 1995b; Haikala és mtsai. 1997). Felmeriilt, hogy ez a Ca*'-
dependencia magyarazhatja azt a kisérletes megfigyelést, hogy a Ca*'-tranziens kis mértékii
novelése (akar az extracellularis Ca®" koncentracio emelés, akar isoproterenol alkalmazas
aran) miért fokozhatta a levosimendan pozitiv inotrop hatdsat egyes termindlis
szivelégtelenségbdl szarmazo humén szivpreparatumokon (Brixius és mitsai, 2002). Sajat
eredményeink alapjan felmertiil, hogy az emberi szivelégtelenségben a B-stimulaciéo a down-
reguladlt B-adrenerg szignalizacidés rendszer miatt nehezen teszi lehetdvé a kontraktilis
filamentumok oly mértékii foszforilaciéjat, mely gatat szabna a levosimendan okozta Ca®*-
érzékenyités kifejlodésének. Tehat valdszinli, hogy kronikus szivelégtelenség soran az
isoproterenol alkalmazasa nem valt ki olyan mértékli intracellularis valaszt (cAMP szint
novekedés, fehérje foszforildcid), mint egészséges myocardiumban. Mindezek alapjan a
kronikus szivelégtelenségben a B-mimetikus szerek és a levosimendan egyiittes alkalmazasa
nem egyértelmiien kontraindikalt. Mindazonaltal sajat adataink inkabb azt timogatjak, hogy a
levosimedan Ca”**-érzékenyitd hatdsanak jobban kedvez a kontrakilis fehérjék kisebb
foszfiralaltsagi szintje. Tehat kronikus szivelégtelenség talajan a bazalis troponin I szint
foszforilacidjanak csokkenése valodsziniileg kedvezd allapotot teremt, ha a levosimendant
onalloan (B-agonista nélkiil) alkalmazzuk.

A fenti elméleti megfigyeléseket és fejtegetéseket a klinikum teljes mértékben igazolta. A
levosimendan specialis Ca*"-érzékenyitd tulajdonsaga miatt (troponin C kotodés) klinikailag
kiilonosen hatékonynak és jol toleralhato szernek bizonyult kronikus szivelégtelenség kapcsan

(Nieminen és mtsai, 2000). A LIDO és RUSSLAN tanulmanyok adatai alapjan (Moiseyev ¢és
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mtsai, 2002; Follath és mtsai, 2002) akut szivelégtelenségben szenvedd betegekben mar
rovidtavon (72 6ran beliil) egyértelmiien csokkent a mortalitds dobutaminnal (LIDO) vagy
placeboval szemben (RUSSLAN). Egy, illetve 6 honap mulva is észlelhetdé volt a kordn
kialakult mortalitds kiilonbség a betegcsoportok kozott, sot a kiilonbség némileg még
novekedett is. A klinikai tlinetek €s a mortalitds javulasa fiiggetlen volt a szivelégtelenség
kivaltd okatol (ischaemids szivbetegség, cardiomyopathia). A LIDO tanulméany adatait
elemezve azt talaltdk, hogy a kronikus szivelégtelenségben hasznalt B-blokkold kezelés
egyértelmiien csokkentette a dobutamin hemodinamikai hatékonysagat, amelyet az azonos
receptoron (B-adrenerg receptor) bekdvetkezd agonista és antagonista hatasok egymast kioltd
hatdsanak tulajdonitottak. Ugyanakkor a B-blokkold kezelés egyértelmlien javitotta a
levosimendan hemodinamikai hatékonysdgat (perctérfogat, pulmonalis kapillaris nyomas
valtozasa), amely hatéast valoszinilileg a korabban részletezett intracelluldris hatasok (kronikus
szivelégtelenségben az intracelluldris cAMP tartalom ¢€s a bazalis troponin I foszforilacid
csokkenése stb. — lasd el6z6 bekezdést) okozhattak.

A kronikus szivelégtelenség epidemiologiailag stilyos probléma, mivel az atlag populacio
1-2%-4at érinti és gyogyszeres kezelése (ACE-gatlok, B-adrenerg receptor blokkoldk,
vizhajtok, digitalis) nem tekintheté megoldottnak. Ha kialakultak a szivelégtelenség
egyértelmi klinikai jelei az atlagos tulélés a betegség eldérehaladott allapotatol fiiggden 1-5 év
kozott ingadozik. Egyéb gyogyszeres (angiotenzin II receptor gatlok, uj tipusu inotrop szerek)
és sebészi megoldasokkal is kisérleteznek, amelyek szelektalt beteganyagon tovabb
javithatjak a kedvez6tlen mortalitasi statisztikat. Mindezen probalkozasok kozott egyértelmii
helye van az 0j tipusa Ca’’-érzékenyitd szereknek (levosimendan), amelyek akut
szivelégtelenségben mar bizonyitottak és a kronikus stddiumban torténd kiprobalasuk a
kozeljovoben vérhato.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a levosimendan Ca*'-érzékenyitd hatisat a p-
adrenerg rendszer intenziv stimuldcidja negativan befolyasolhatja. A levosimendan keltette
Ca’"-érzékenyités mértékét azonban a Ca*'-tranziens amplitudéja és a kontraktilis fehérjék
foszforilacios allapota egyiittesen hatdrozzak meg. Kronikus szivelégtelenség soran a Ca’”
haztartas €s a sejtszintii 3-adrenerg szignalizacids folyamatok egyarant zavart szenvednek. Ez
a kronikus szivelégtelenség talajan atépiilt myocardiumban elvileg kedvezdbb hatteret
biztosithat a B-mimetikus szerek ¢és a levosimendan egyiittes alkalmazasanak, mint az
egészséges myocardiumban. Az egyiittes alkalmazés klinikai koriilmények kozott torténd

feltarasa és az indikacios teriiletek részletes tisztazasa még varat magara.
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5. Osszefoglalas

Echocardiographias vizsgélatainkkal megallapitottuk, hogy altatott tengerimalacokon a
levosimendan doézis-fiiggé moddon ndvelte a bal kamra kontraktilitasat. Elézetes

isoproterenol stimuldlds azonban megsziintette a levosimendan pozitiv inotrop hatasat.

Langendorff-szerint perfundalt sziveken a levosimendan szignifikdnsan novelte a bal
kamra kontraktilitdsara jellemz6 paramétert (+dP/dty.y). El6zetes isoproterenol stimuldlast

kovetden azonban a levosimendan hatésa 1ényegesen csokkent.

Izolalt hamozott cardiomyocytakon is vizsgaltuk a levosimendan Ca’’-érzékenyitd
tulajdonsagénak ¢és a troponin [ foszforildcidjanak Osszefiiggését. Ezen kisérleti
kortiilmények kozott az értelmezhetdséget komplikaldé hemodinamikai hatasok (eld-,
utdterhelés valtozasa, szivfrekvencia modosuldsa stb.) nélkiil tanulmanyozhatok a
tengerimalacbol izolalt myofibrillum tulajdonsagai. Eredményeink szerint a levosimendan
dozis-fliggd modon ndvelte a myofibrillum Ca*"-érzékenységét. Ez a hatas elsésorban
alacsonyabb Ca’" koncentraciok esetében volt jol észlelhets. Ugyanakkor a
myofibrillumok ATP jelenlétében torténd PKA eldkezelése (foszforilacids koriilmények

kozott) teljes mértékben felfliggesztette a Ca* -érzékenyitést.

Egyéb vizsgalatok irodalmi adatai alapjan akut szivelégtelenségben a levosimendan jo
hatékonysagt és jol toleralhatd szernek bizonyult. A LIDO tanulmanyba bevalogatott
betegeink adatait kiilon elemezve arra utalo jeleket tapasztaltunk, hogy a kronikus B-
blokkolo kezelés a levosimendan hatékonysagat (perctérfogat ndvekedése, pulmonalis
kapillaris nyomas csokkenése) semmiképp sem rontja, esetleg javithatja is. Feltételeztiik,
hogy a hatékonysag novekedése a troponin I bazalis fozforilaciojanak csokkenésével fligg
Ossze. Részben ezen megfigyelésiink alapjan, a LIDO tanulmanyban az egész
beteganyagra kiterjesztve részletesen megvizsgaltdk a [B-blokkolé kezelés és a

levosimendan hatékonysaganak Osszefiiggését és hasonld eredményre jutottak.
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6. Az eredmények gyakorlati hasznosithatéosaganak lehetéségei

A szivelégtelenség relativ gyakorisaga miatt sok embert érintd betegség. Ezért fontos
kutatdsi feladat a myocardium kontraktilitdsat befolydsold intracelluldris hatés-
mechanizmusok tisztdzdsa, mert az tovabbi adatokat nyujthat a betegség jobb

megértéséhez és az Ujabb terapias lehetdségek kialakitasahoz.

Vizsgalataink kiilonleges jelentdségét az adta, hogy kisérleteinket részben altatott
allatokon és dobogod szivpreparatumokon (in vivo és ex vivo korilmények kozott)
végeztik. gy az altalunk észlelt biokémiai eltérések egyrészt fiziologiailag mérhetd
valaszokat reprezentalnak, masrészt direkt modon Osszevethetok a bal kamra funkcio

valtozasaval. Ezért megfigyeléseink valosziniileg jol adaptalhatok a human szivizomra is.

Az éltalunk alkalmazott szerek vagy jelenleg keriilnek be a klinikai gyakorlatba
(levosimendan) vagy szarmazékai mar kiterjedten hasznélatosak (isoproterenol) a human
gyogyaszatban. Kisérleti eredményeink tovabbi adatokat nyujthatnak ezen gyogyszerek

myocardialis hatdsmechanizmusanak pontosabb megértéséhez.

Kiilon problémat jelent a klinikumban a pozitiv inotrop és a [-blokkold szerek
kombinaléasa az akut és kronikus szivelégtelenség kezelése kapcsan. Eredményeink szerint
a Ca’"-érzékenyité levosimendan hatékony terapias fegyver lehet a Ca’’-érzékenység
novelésére/helyreallitasara els6sorban olyan betegek kapcsan, akik bazalis troponin I
foszforilacidja csokken. A levosimendan B-blokkol6 szerekkel torténd kombinacidja ezért
kevésbé tlinik problematikusnak, mint a p-mimetikus szerekkel torténd egyiittes
alkalmazas.
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