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Roviditések jegyzéke

CVD-cardiovascular desease (sziv- és érrendszeri megbetegedések)
CHD - coronary heart disease (coronariabetegség)
TTC - trifenil tetraz6lium klorid

ISZB - iszkémias szivbetegség

ATP — adenozin trifoszfat

ROS - reactive oxygen species (reaktiv oxigén gyokok)
NADPH - Nikotinamid adenin dinukleotid foszfat
DNS — dezoxiribonukleinsav

ICAM-1 — intercellular adhesion molecule

EAD — early afterpolarization (korai utédepolarizacid)
DAD - delayed afterpolarization (kés6i utédepolarizacio)
AVNRT - atrioventricular nodal reentry tachycardia
EKG - elektro kardiogram

Hsc70 — heat shock cognate 70

LAMP2A - lysosome-associated membrane protein-2
AMP — adenozin monofaszfat

AMPK — AMP aktivalt protein kinaz

mTOR — mammalian target of rapamycin

mTORC — mTOR complex

SMER - small molecule enhancers of rapamycin
LC3B — microtubule-associated protein light chain 3B
LRS — LC3B recognition region

LIR — LC3B interacting region

ATP4&z — adenozin trifoszfataz

ER — enodplazmatikus retikulum

PI3 - kinaz — foszfatidil inozitol 3 kinaz

[.P. — intraperitonealis

L.V. - intravénas

HR — heart rate (szivfrekvenica)

AoP — aortic pressure (aortanyomas)

CF — coronary flow (korodria ataramlas)

AF — aortic flow (aorta ataramlas)



CO — cardiac output (perctérfogat)

SV — stroke volume (verétérfogat)

HRP — horse radish peroxidase (tormaperoxidaz)

GAPDH - gliceraldehid-3 foszfat dehidrogenaz

PVDF membran — polivinilidén fluorid membran

TPN — total protein normalization

TdT enzim — termindlis deoxinukleotidil transzferaz enzim
DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole

PE - phosphatidylethanolamines



1. Bevezeteés

Az autofagia egy intracelluléris folyamat, amely soran fehérjék, sériilt makromolekuldk és
sejtorganellumok degradalodnak. Az elmdilt évtizedek soran a tudoméanyos kutatasok egyre
kozelebb jutottunk annak megértéséhez, hogy az autofdgia milyen szerepet tolt be a szivizom
homeosztazisdban. Szerepet jatszhat a megvaltozott fiziologids koriilmények sordn szamos
kardiovaszkularis betegségben, beleértve a szivelégtelenséget és az szivinfarktust is. Ugyanakkor
jelenleg is vannak az autofagidval kapcsolatban vitatott kérdések. Az iszkémids szivizomban
jelentkezd autofagias folyamatok ugyanis jotékony hatassal lehetnek és a tulélést segithetik el6, mig
reperfuzié soran -amely viszont elengedhetetlen a miokardium ttléléséhez- ezek a folyamatok
sulyosbithatjak sejthalal folyamatat. A reperfuzio egyik legkomolyabb karos kovetkezménye a

szivelégtelenség kialakulasa mellett a kamrafibrillacio el6fordulasa.

1.1. Kardiovaszkularis szivbetegségek epidemiologiaja

A kardiovaszkularis betegségek (cardiovascular disease-CVD) alatt olyan nem fert6z6, sziv-
és érrendszert érintd elvaltozasokat értiink, mint példaul a coronariabetegség, cerebrovaszkularis
betegség, periférias keringés- és reumas szivbetegség, velesziiletett szivrendellenesség, a mélyvénas
trombdzis, valamint a tiidéembodlia. A WHO jelentése szerint a kardiovaszkularis betegségek
vilagszerte a vezet6 halalokok k&zé tartoznak: tobb ember halalat okozzak, mint barmely egyéb
betegség. Becslések szerint évente 17,9 millio 70 év alatti halalos aldozata van a sziv- és érrendszeri
megbetegedéseknek, amely a globalis halalozasi okok 31%-a. A két leggyakoribb kdvetkezmény
kozé a szivroham és a stroke tartozik, melyek a haldlesetek mintegy 85%-aért felel6sek. A CVD
kialakulasaért felels rizikofaktorok kozott tartjak szdmon a stresszt, az egészségtelen taplalkozast,
a mozgasszegény életmodot, tovabba a dohanyzast és a tilzasba vitt alkoholfogyasztast. Mindezek
egyiittes hatasa magas vérnyomast, vércukor és lipid szint emelkedést eredményez, amely tilsullyal
és elhizassal parosulva kivaltdo oka a sziv- és érrendszeri patoldgids elvaltozasanak. Eurépaban
évente mintegy 4 milli6 halaleset a kardiovaszkularis megbetegedésekre vezethet6 vissza. Ez a
szam a halalozasi okok 45%-at jelenti és a kronikus szivbetegség (CHD-chronic heart disease)
valamint a cerebrovaszkularis betegségek a leggyakoribbak. El6bbi 1,8 millié mig az utobbi pedig 1
milli6 halalos aldozatot kdvetel évente a kontinensen. A nemek aranyat tekintve 2,2 milli6 né hal
meg féleg cerebrovaszkularis okokra visszavezethet6en, ami a haldlesetek 49%-at jelenti és 1,8
milli6 férfi amely 40%-at teszi ki a haldlozasoknak. Az atlag életkor megoszlasat tekintve a CVD-
hez kothet6 halalesetek 1/5-6d része kovetkezik be 75 éves kor felett, 1,4 millié 75 év alatt és éves

szinten mintegy 700 ezer eset kdvetkezik be a 65 éves kor betoltése el6tt. Férfiakbol 900 ezer mig



n6kbol 500 ezer 6 veszti életét 75 éves kora el6tt CVD kovetkeztében és 65 éves kor alatt kétszer
annyi férfi hal meg CHD kovetkeztében, mint ahany né'.

Eurdpaban a haladlozasi aranyok megoszlasa orszagonként nagyon valtozo, de az elérhetd
adatok alapjan minden EU-s orszagban javulo tendencia jellemzi a CVD altali halalesetek szamat;
vagyis a prevencionak és a korszer(i kezeléseknek kdszonhet6en egyarant csokken a morbiditas és a
mortalitas.

Hazankban a rakos megbetegedéseket megel6zve a kardiovaszkularis megbetegedések a
vezet6 halalok®. Férfiak esetében 100 ezer lakosbdl évente 921 {6 vesziti életét CVD kovetkeztében
és ebbdl 488 a coronariabetegség; néknél pedig 646 megbetegedésbdl 319 a coronariabetegség'.
Ugyanakkor Magyarorszagon is megfigyelhet6 az a tendencia, mint az EU t6bbi orszagaban, azaz a
CVD-s esetek szama egyre csokkenében van: férfiaknal 21.9%-kal mig n6knél 22.6%-kal csokkent
a 2000-es évek elejéhez képest a CVD-s halalesetek szama'. A kardiovaszkularis megbetegedések
prevencidjanak legalabb 5 f6 eleme van. Ezek az életmod valtoztatas a testedzés bevezetésével és a
dohanyzas elhagyasaval; a helyes taplalkozassal; profilaktikus gyogyszerek alkalmazasa és a
fiatalabb koszoriér betegek hozzatartozéinak sziirése.

Nem meglep6 tehat, hogy a kardiovaszkuldris megbetegedéseket érintd kutatasok
napjainkban igen nagy jelent6ségliek, hiszen minél tébbet tudunk meg ezekrdl a betegségekrol,
anndal hatékonyabb kezeléseket alkalmazhatunk, nagy hangsilyt fektetve a megel6zésre.

Mivel a kamrafibrillaci6 és autofdgia kapcsolatarél jelenleg nem all rendelkezésiinkre
elegendd informaci6, tovabba az autofagia is igen intenziven kutatott teriilet manapsag, igy

sziikségesnek lattuk foglalkozni ezzel a témaval az alapkutatas szemszogébdl.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A coronariabetegség

Fejlett orszagokban tapasztalhat6 mozgasszegény és stresszes életmod, a nem megfeleld
taplalkozas, elhizas és cukorbetegség egyarant karosan hatnak az emberi szervezetre. Mindezen
felsorolt hatasoknak egyik stlyos kdvetkezménye lehet az iszkémids szivbetegség (ISZB) vagy mas
néven coronariabetegség okozta szivelégtelenség, amely napjaink vezet6 haldlozasi oka és évente
csaknem 3,8 milli6 ember halélat okozza Eurépaban’.

Mivel a szivizomsejtek szinte kizar6lag a mitokondridlis oxidativ foszforilacié révén
nyernek energiat, igy a sziv fiziologias miikodéséhez elengedhetetlen a koronaridk altal szallitott
oxigénduis vér biztositasa. A szivizomsejtek rendelkezésére all6 rezervoar csupan néhany
masodpercre elegendd energiat képes felhalmozni, ezért folyamatos a metabolikus aktivitas, amely
biztositja a fizioldgias szivfunkciot®. A reperfizi6 elGsegiti az iszkémias szivizomszovet fiziologias
allapotanak visszanyerését, ugyanakkor a hirtelen létrejott oxidativ stressz arrhythmiakat is
el6idézhet. Az egyik ilyen nemkivanatos és potencidlisan letdlis reperftizié okozta esemény, amit
szamos allatmodellen megfigyeltek a reperftizi6-indukalta kamrai fibrillacié*”.

Az oxidativ stressz soran a sejtben karos metabolitok keletkeznek, fehérje aggregatumok
jonnek létre, sériilhetnek a mitokondiumok; egy katabolikus kaosz alakul ki, amely a szivben
hatvanyozottan veszélyes a magas metabolikus aktivitasa miatt. Mindezen citotoxikus metabolitokat
a sejt énmaga is képes bizonyos meértékig eliminalni. Az egyik ilyen ,,6nmiik6d6” folyamat az
autofagia, amely soran a sejt molekularis szinten prébalja hatastalanitani és tjrahasznositani az
emlitett citotoxikus metabolitokat®. Az autofdgia szerepe a szivszévetben, mint egy nem o0szt6dé
szovettipus kett6s megitélésii a tulélés és mortalitas tekintetében. Napjainkban az autofagia kutatasa
igen intenziv, mivel tdébbek kozott ezen folyamattol fiigg a kardiomiocitak és igy a szivszovet
tilélése’.

A kronikus szivbetegség soran a szivizom vérellatdsa és a miokardium oxigén- és
tapanyagigényének egyenstilya felborul, amelyet altaldban érelzarodas vagy érsziikiilet idéz eld.
Csokken a tapanyag és oxigénfelvétele a szivizomzatnak, amely elengedhetetlen a miokardium
sejtjeinek megfelel6 miikodéséhez. Ez hossztitavon hipertoniat késébb pedig hipertro6fiat okozhat,
amely végsé esetben szivinfarktushoz vezethet, amely a szivizomsejtek iszkémids eredetli
nekrozisa.

A szivinfarktus sordn a sziv vérkeringését biztosité koronaria erek bizonyos szakasza egy
id6re atjarhatatlanna valik a vér szamara (iszkémia), majd az akadaly gydégyszeres vagy nem

gyogyszeres megsziinését kovetden utjraindul a keringés (reperfuzié). A miokardiumban ekkor

5



lejatszodé biolégiai folyamatokkal kapcsolatban szamos kutatast folytattak mar az elmult
évtizedekben és ez id6 alatt jelent6s mennyiségii szakirodalom halmozédott fel az experimentalis és
klinikai vizsgalatok soran.

Iszkémia alatt anaerob glikolizis indul el, amelynek kovetkeztében a sejten beliili glikogén
raktarak nagyon hamar kiiiriilnek, valamint jelent6s mértéki tejsav halmozodik fel, csokken az ATP
mennyisége és a pH a szivizomsejtekben. A nagymértékben felhalmoz6dét H* ionok karositjak a
mitokondriumok membranpotencialjat és aktivaljak a Na*-H" transzport fehérjét, el6idézve ezzel
egy emelkedett Na* szintet. A Na* szint csokkentésének érdekében megnyilnak a Na'-Ca*
transzportok igy pedig Ca** kezd bedramolni és felhalmozddni a sejtbe. Ezt a jelenséget csak tovabb
stilyosbitja az ATP-fiiggd Ca’*-pumpédk miikodési zavara, amelyek szintén Ca®* bedramlast
eredményeznek. Az ATP-fiiggd K* csatorndk az intracellularis ATP szint csokkenésének
kovetkeztében megnyilnak és a kidraml6 K* repolarizaciérovidiilést okoz, a szivizomsejt
intracellularis K* koncentraci6ja pedig nagymértékben csokken’.

Ezt az allapotot tovabb stlyosbitja a szabad gyokok megjelenése. A szabadgyokok olyan
kémiai termékek, amelyek egyik kiils6 elektronpalyajan egyetlen, parositatlan elektron helyezkedik
el. Ez a kémiai allapot rendkiviil instabil, igy a szabad gytkok kénnyen reakcioba lépnek szervetlen
és szerves vegyiiletekkel egyarant’. A miokardidlis reperfizi6é sordn reaktiv oxigénszarmazékok
(ROS) vagyis oxigén tartalmd szabad gyokok' pl. szuperoxidanion, hipoklorsav, nitrit-oxidbol
peroxinitrit és végiil hidroxilgyokok keletkeznek f6leg az endotél sejtekbdl szarmazé xantin oxidaz,
illetve az tjra miikodésbe 1épd mitokondrialis elektrontraszportok, késébb pedig a NADPH oxidaz
hatasara. A felhalmozddott ROS-oknak jelent0s szerepe van a miokardialis sériilések kialakitasaban.
A ROS hatasara gyakran nagy vezet6képességli, membrant ativel6, atmenetileg permeabilitast
biztositdé porusok nyilnak meg a mitokondriumok membranjaban. Sériil a szarkoplazmatikus
retikulum, hozzdjarulva ezzel az intracellularis Ca*" szint novekedéséhez. A reaktiv oxigén gyokok
lipidperoxidacio révén karositjak a sejtmembrant, enzim denaturaciot idéznek eld és kozvetlentil
karositjak a sejt DNS-ét.

A tovabbiakban a mar amigy is kalciummal telitett szivizomsejtbe tovabbi Ca*" bearamlas
torténik a Na*-Ca** transzport reverz miikodése folyaman. A reperfiizié hatdsara gyorsan beallo
fiziologias pH szint és az ujra miikodésbe 1épd elektrontranszport miatt helyreall az ATP szintézis.
Ekkor azonban mar a sejtben nagy koncentraciéban van jelen a Ca** és a szivizomrostok fokozott és
kontrollalatlan 6sszehuzodasa a citoszkeleton sériiléséhez és igy a miocita apoptotikus
pusztulasdhoz vezet. A helyreallt mitokondridlis membranpotencidl Ca®" bedramlast idéz el a
mitokondriumba, megnévekszik a pH és ez a ROS-ok tovabbi termel6désével kardltve tovabbi

atmenetileg permeabilitast biztosité porusok megnyildsdhoz vezet. Ez a folyamat szintén a
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kardiomiocitak tovabbi pusztulasat idézi el6 az oxidativ foszforilacio és a mitokondriumok
szétesése miatt.

Oréakkal a reperfiiziét kovetéen az infarktusos teriileten neutrofil granulocitak jelennek meg
és az adhéziés molekulak (P-selectin, CD18 és CD11, ICAM-1) segitségével behatolnak a

szivszovetbe ahol aztan kifejtik hatasukat'".

2.2. Arrhythmiak és kialakulasuk

A sziv ingeriiletvezetd rendszerének zavarai lehetnek allandéak vagy sporadikusak. A
rendellenes ritmus a sziv ingeriiletvezet6 rendszerének barmely pontjabol kiindulhat a sinus
csomotdl a miocitakig. Kiindulasi helyiik alapjan megkiilonboztetiink pitvari és kamrai
ritmuszavarokat. Az arrhythmiak megjelenhetnek tachycardia (szapora pulzus) vagy bradycardia
(lassult pulzus) képében, irregularis ritmushoz kapcsolddé szabalyos kamrai kontrakciék
formajaban, érdemi kamradsszehizodas nélkiili kaotikus depolarizacioval (kamrafibrillacié) vagy
az elektromos aktivitas teljes hidnyaval (asystole)™.

A sziv- és érrendszeri betegségek kovetkezményeként bekdvetkezd hirtelen szivhalalt
kivalt6 ok, az esetek 80-90%-ban a szivinfarktus vagy szivelégtelenség végett bekovetkezd kamrai
fibrillacié, amely a legsulyosabb kamrai ritmuszavar, viszont a leggyakoribb szivritmuszavar a
pitvarfibrillacié*.

A pitvarfibrillaci6 intraatrialis funkcionalis reentry eredeti tachycardia, melynek
létrejottéhez és fenntartasahoz triggerként szolgald ektopias aktivitds, makroreentry korok és a
pitvari izomzat elektrofiziolégiai és strukturalis karosodasa, réviden szubsztratum sziikséges. A
szubsztratum hatterében a hypertonia, bal kamra hypertrophia, koszortuér betegség, fibrézis allhat. A
ritmuszavart az ingeriiletvezetés és a repolarizacié inhomogenitasa hozza 1étre, melynek a lassu
pitvari vezetés és a rovid pitvari refrakteritds kedvez. Leggyakrabban a vena pulmonalisokba
bendvo pitvari izomnyulvanyokbol kiindulé kapcsolt extrasystolek vagy rovidebb-hosszabb ideig
tartd extrasystole sorozatok inditjak™.

A kamrafibrillacio teljesen dezorganizalt kamrai elektromos tevékenység, mely effektiv
kontrakciot mar nem eredményez. Sem pitvari, sem szabalyos kamrai tevékenység nem figyelhet6
meg, mivel ez egy extrém foku arrhythmia. Azonnali reszuszcitacié6 megkezdése és aszinkron DC
cardioversio (defibrillacié) sziikséges. Leggyakoribb kivalt6 okai a kovetkezék: iszkémias
szivbetegség, cardiomyopathidk, elektrolitzavar, carditis'".

Az arrhythmidk kialakulasanak és mechanizmusanak targyalasahoz elengedhetetlen el6szor
részletezni a kardiomiocitakra jellemzd ingerképzés és vezetés hatterét. A szivnek autonom

ingerképzési és vezetési tulajdonsagai vannak, amelyet az idegrendszer kozvetett modon



befolyasolni képes: a paraszimpatikus idegrendszer acetilkolin hatasara lassithatja, mig a
szimpatikus beidegz6dés katekolaminok révén gyorsithatja a szivfrekvenciat.

A pitvar és kamra izomzata funkciondlis szempontbdl egységes rendszert alkot (syncytium),
amelyben az ingeriilet gyors terjedése idoben ©sszehangolt, egyetlen izomsejtre emlékeztetd
kontrakciot hoz létre. A munkaizomrostok egyetlen kiilonallo sejtként foghatok fel, amelyek
elagazédnak és sokszoros dsszekdttetésben allnak egymadssal. A sziviomrostot gazdag kapillaris
héalézat és szarkolemma veszi koriil'®. A szivkontrakciét kivaltd6 moédosult rostok az dn.
,pacemaker” sejtekbdl allnak, amelyek spontan depolarizacio révén ingerképzésre képesek. Ezek a
nodus sinuatrialis és nodus atrioventricularis vagy kozismertebb neviikén sinus- és AV-csomo. A
sinus csomé a jobb pitvarban taldlhatd, innen indul az ingeriilet és terjed tova a pitvarokon. Az
ingeriilet pitvarokbdl kamrdkba valé atterjedése az annulus fibrosus miatt csakis az AV-csomon
keresztiil lehetséges. Innen az elektromos impulzus a His-kotegen keresztiil a Tawara-szarakba majd
pedig a Purkinje-rostokba tovabbitddik. A sziv munkaizomzatat felépitd sejteket gyors, mig a
pacemaker funkcioval rendelkezd kardiomicitakat lassu lefolyasu akciéspotencial jellemzi.

Lassi lefolyast akciés potencidl sordan a diasztolés repolarizacié kozben a K* ionok
folyamatosan aramolnak ki a sejtbdl, a Na'/K* pumpan keresztiil, mik6zben azok lassan zar6dnak.
A repolarizaci6 végén a membranpotencial egy adott negativ értékén (kb. -60 mV)
hiperpolarizaciéra nem specifikus kation csatorndk (FUNNY csatorna) nyilnak meg és
megkezdddik a Na“-ok lasst bedramlésa a sejtbe (f-aram). A FUNNY csatorna zarédasa kézben -40
mV-ndal a tranziens és L-tipusi Ca*" csatorndk nyilnak meg, amelyeken keresztiil a Ca** bedramlas
torténik, a sejt eléri a csticspotencialt. Ekkor a késéi K* csatorndk meginditjdk a repolarizaciét. A
sejtb6l a Na/K* pumpa és mas transzport fehérjék segitségével a Na“ és Ca®* ionok
visszaaramolnak az extracellularis térbe.

A pacemaker sejtekben keletkezett elektromos aram a sejteket 6sszek6t6 GAP-junction-6n
keresztiil terjed at a gyors akciéspotenciallal jellemezhet6 munkaizomzatba. Ahhoz hogy az
akciospotencial kialakuljon a sejtnek el kell érni az an. kiiszdbpotencialt (-90 mV-r6l -70 mV-ra).
Ez a membran depolarizacié nyitja a gyors, fesziiltségfiiggé Na* csatorndkat és rovid id6 alatt nagy
mennyiségli Na“ bedramlas kovetkeztében a sejt depolarizalédik kb. +30 mV-nal. A gyors Na*
csatornak zarodnak és a K csatorndk megnyilasaval megkezdédik a korai repolarizacids fazis.
Nagyjabdl -40 mV-nal az L-tipusu fesziiltség fiiggé Ca** csatornakon keresztiil kalcium bearamlas
indul meg. Ezt nevezziik platé fazisnak, amely soran a K* ki- és a Na* bedramléasa kozel megegyez6
sebességgel torténik, vagyis a sejten beliili fesziiltség kozel konstans. Az id6 el6rehaladtaval tovabbi

K" csatorndk nyilnak meg, emelkedik a K* kidramlds, a Ca?* csatorndk zarédnak és a



kardiomiocitdk repolarizdlédnak. Az intracelluldris térben 1év6 Na® és Ca®" ionok eltavolitasat
szintén transzport fehérjék és az ATP fiiggé Na"/K" pumpa végzi.

A szivben kialakul6é arrhythmiak minden esetben az ingerképzés vagy ingeriiletvezetés
zavaraira, esetleg ezek kombinacidjara vezethet6k vissza. Az ingerképzés frekvenciajat, a
szimpatikus és paraszimpatikus hatds mellett, 3 tényezd befolyasolja: a maximalis diasztolés
potencial, a kiiszobpotencial és a depolarizacié sebessége, melyek koziil barmelyik megvaltozasa
modosithatja az ingerképzés sebességét'’. Ebbol kovetkezik, hogy ha valamilyen metabolikus
rendellenesség 1ép fel, Ggy mint hypoxia vagy hypokalémia, akkor a Na*/K* pumpék gatlasa miatt a
diasztolés repolarizaci6 elnyilik'®. Degenerativ koriilmények kozott, amelyek hatassal vannak a
sziv elektromos vezetési tulajdonsagara vagy a sinus csomo sejtjeit gatoljak, bradycardidt vagy akar
a sinus csomd gatlasat is okozhatjak, amely tovabb manifesztdlodva a SA-csom6 blokkolasat
eredményezheti. A sziv ingerképz6 helyeinek tulzott aktivitasa vagy szupresszioja

eredményeképpen létrejovo aritmiakat a normal automacia zavarainak tekintjiik.
2.2.1. Abnormadlis ingerképzés

Hatterében a sziv munkaizomzatanak megvaltozott elektromos tulajdonsaga all. Ezek a
miocitak alapvet6éen nem képesek spontan depolarizaciora. Megvaltozott automadcia esetében
azonban a maximalis diasztolés potencialjuk eltolodik a kiiszobpotencial értéke felé, melynek
kovetkeztében hasonloan kezdenek viselkedni a pacemaker sejtekhez. Ennek molekularis hatterében
a megnovekedett extracellularis kalium szint, alacsony intracellularis pH és megnovekedett
katekolamin szint allhat. A kéros ingerképzés ezen formajat triggerelt aktivitdsnak is nevezziik,
mivel ezeknek az automacidknak a beinditasahoz, el6z6 akciospotencialok sziikségesek, amelyek

kivaltjak (triggerelik) az azutdn mar magat6l is fenndllé ritmuszavart'*'

. Ezek alapjan két
arrhytmogén mechanizmus ismert: korai utédepolarizacié (early afterdepolarization, EAD) és kés6i
utddepolarizacio (delayed afterpolarization, DAD).

Korai utédepolarizacié esetén a teljes repolarizacié el6tt, tijabb depolarizaciés hullam alakul
ki és terjed at a kornyezd kamrai munkaizomrostokra, amely extrasystolét vagy nagyfrekvenciaju
kaotikus kamrai tachycardiat (torsades de pointes) valt ki. Az EAD kialakuldsa Kkorai
repolarizaciokor vagy platé faziskor kovetkezik be, mivel ilyenkor viszonylag magas a sejtmembran
ellenallasa és akar a repolarizaci6 akar a depolarizaciés aramlas iranyaba kovetkezik be valtozas, az
hatdssal lesz az akciospotencidl hosszara, amely alapfeltétele a korai utédepolarizacio

kialakulasanak'. Mindezek hatterében velesziiletett hosszi QT-szindréma, nagyfoki bradycardia,

hypokalaemia allhat.



Kés6i utddepolarizaciordl beszéliink, ha a miocitdk membranpotencialjaban ingadozas
torténik az akciéspotencial repolarizaciéjanak lezajlasa utdan. Ezeket az oszcilldciokat szamos
koriilmény okozhatja, amelyek a diasztolés intracellularis Ca** szint novekedését eredményezik és a
kiiszobpotencialt elérve, udjabb akciospotencialt eredményezhetnek. A kés6i utddepolarizacio
kialakulasanak a gyorsabb szivmiikodés kedvez. Emelkedett kalcium koncentraciot a digitalis
toxicitds a Na’/K* pumpa blokkoldsaval és igy a Ca** szarkoplazmas retikulumbdl vald
mobilizalasaval érhet el. Az emelkedett intracellularis Ca®* szint pedig a Na‘/Ca** csere

mechanizmuson keresztiil depolarizalja a szivizmot'*'".

Tovabbi anyagok, mint példaul a
katekolaminok és az I/A alcsoportba tartoz6 antiarrhytmias gyoégyszerek fokozhatjdk a DAD

kialakulasanak esélyét.
2.2.2. Abnormadlis ingeriiletvezetés

Az elektromos impulzus tovabbitasa a sziven beliill bizonyos esetekben, farmakonok
hatdsara vagy anatomiai okok miatt akadalyozva lehet. Ilyen szituadciokban az inkomplett refrakter
periddus miatt az impulzus nem, vagy csak rendellenesen képes tovabbhaladni®.

Az ingeriiletvezetés zavaran alapul6 masik jelenség az un. korbefut6 ingeriilet vagy reentry
mechanizmusa. A sziv normalis elektromos aktivitasa sordn a szivritmus a sinus csomobol indul ki
és terjed szét az egész szerven, mignem az 0sszes kardiomiocita repolarizalodik és az effektiv
refrakter periddus befejez6dik. Mivel a szivben a refrakter szakasz kell6en hosszt, igy normal
esetben az ingeriilet korbeforgdsa nem jon létre. Azonban sériilt szivszovetben el6fordulhat az
ingeriilet anterograd vagy retrograd iranyu blokkolasa. Anatémiai vagy klasszikus korbefut6
ingeriilet okozta korkép a Wolff-Parkinson-White szindréma (atrioventrikularis reentry tachycardia,

AVRT) vagy a AV csomo reentry tachycardia (AVNRT)?..

2.3. Antiarrhythmias szerek

Az antiarrhythmids szerek olyan farmakonok csoportja, amelyek az abnormalis
szivritmusokat képesek befolyasolni. Hatasukat a kiilonb6z6 ioncsatornakon keresztiil fejtik ki.
Ebb6l a szempontb6l az egyik legfontosabb ioncsatorna a Na'-csatorna amelyet a legtébb
antiarrhythmids gyogyszer gatol'.

Jelenlegi ismereteink szerint a szivfrekvencia jelentdsen befolyasolja az antiarrhytmids
szerek hatasat. Ennek nagy jelent6sége van, hiszen a betegeket pont akkor kezeljiik ilyen szerekkel,
amikor a normalis szivritmus megvaltozik, tachycardia vagy korai extrasystole kovetkezik be.
Tovabba ismeretes az a tény is, hogy az egyes hatéanyagok az egyes ioncsatornakhoz kiilonb6z6

moédon kapcsoldodnak attol fiiggéen, hogy azok épp milyen allapotban vannak. Ez a jelenség a

10



funkcionalis fiiggés, vagy modulélt receptor tedria. A Na® csatornanak, amely miikodése dontéen
meghatdrozza az ingeriiletvezetést 3 konformaciés allapota ismeretes: nyugalmi, aktiv és inaktiv
allapot. A Na* csatorna blokkolok aktiv és inaktiv allapotban jobban kotédnek, nyugalmi allapotban
pedig inkabb disszocidlnak rola. Ennek az az eredménye, hogy magas szivfrekvencianal vagy korai
extrasystolénal a Na* csatorna blokkolok hatésa fokozodik.

Az antiarrhytmids szerek osztalyozasa hatdsmechanizmusuk alapjan torténik és Vaughan-
Williams oxfordi farmakolégus nevéhez kotddik. Williams az antiarrhytmias szereket
elektrofiziol6giai hatdsaik alapjan osztdlyozta. A Vaughan-Willams-féle felosztds IV. osztalyba
sorolja be az antiarrhytmids szereket, bar azok csoportositasa igen nehéz feladat.

Az 1. osztalyba sorolt szerek a Na" csatornakon keresztiil hatnak és membranstabilizald
hatdstiak, azaz csokkentik a plazmamembran ingerelhet6ségét. Az akcidspotencidlra kifejtett

hatasuk a 1.abra mutatja. Az . osztalyba sorolt szerek tovabbi harom alcsoportra oszthatok:

* T/a alcsoport: kozepesen gyorsan (5-30 sec) kotédnek és disszocidlnak a Na* csatornakhoz,
terapids szinteken gatoljak valamelyik K*-csatornat is és meghosszabbitjak az akciés
potencial id6tartaméat. EKG gorbén élettani szivfrekvencia esetén szélesitik a QRS-
komplexust és megnyujtjak a QT-intervallumot. Terapias alkalmazasa foéleg kamrai
arrhytmidknal és Wolff-Parkinson-White szindréma esetén. Jelent6sebb képvisel6i: quinidin,
procainamid és disopyramid.

* I/b alcsoport: gyors levalasi kinetika jellemzi (100-400 ms), nincs K*-csatorna géatl6 hatasuk,
roviditik az akciés potencidl hosszat. Normal szivfrekvencianadl nem érvényesiil Na'-
csatorna gatlé hatasuk, ugyanakkor tachycardia esetén kifejez6dik. Féleg miokardialis
infarktus alatt vagy kozvetleniil utdna alkalmazzak, habar ez a gyakorlat egyre inkabb
ellenjavallott, mivel jelentdsen megndvekedhet az asystole esélye. Leggyakrabban hasznalt
képvisel6i: lidocain, mexiletin, phenytoin.

* TI/c alcsoport: a blokkolas kinetikdja meglehet6sen lassu (5-180 sec) és mar fiziologias
szivfrekvenciandl is gatoljdk a szivizom Na'-csatornait. Nincs jelent6sebb hatasa az akcios
potencial hosszara. A QRS-komplexust kiszélesitik és mérsékelten megnyujtjak a QT-
intervallumot. Miokardialis infarktus utdn nem, mig ismétl6dd tachycardia és vezetési
rendellenességek esetén, tovabba rohamokban jelentkez6 pitvari fibrillaciok megel6zéseként

alkalmazzak. Leggyakrabban hasznalt szerek: flecianid és propafenon.
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I/a I’/b I/c

1. dbra: A Vaughan Williams-féle I.osztaly alcsoportjainak hatasa az akciés potencial hosszara

e II. osztdly: ezek a szerek a [-adrenerg receptorok kompetitiv gatldi, hatdsukat a
katekolaminok blokkolasaval fejtik ki, igy csokkentve a szimpatikus tonus hatasat a szivre.
Csokkentik a cAMP-fiiggd ioncsatornak miikodését. Terapias szerként a szupraventrikularis
tachycardia esetén alkalmazzdak, csokkenti a miokardialis infarktus mortalitasat és az AV
csomo vezetoképességét. Leggyakrabban hasznalt szerek: propranolol, metoprolol, esmolol
és pindolol.

e III. osztdly: gyors kés6i egyeniranyito K'-csatorna blokkolok, a szivizomsejtek
repolarizacigjat hosszabbitja. Az effektiv refrakter periédus és az akcios potencial idejének
hosszabbitasaval, tovabba azzal, hogy az ingeriiletvezetést nem lassitja -lévén hogy nincs
Na'-csatorna blokkolé hatadsa- idedlis a reentry arrhythmidk megel6zésére. Forditott use-
dependencia jellemzi ezeket a szereket, ezért az alap sinus ritmus fenntartasat tamogatjak.
EKG-n a QT-intervallum megnytlasat eredményezik. Jelentdsebb képvisel6i: sotalol,
amiodaron és bretylium.

* IV. osztaly: Ca**-csatorna blokkoldk és jelentSs szerepiik van a sziv lasst akcidspotencidllal
jellemezhetd ingerképz6 szoveteire, csokkentik az AV csomé vezetését. A platé fazist

leroviditik a gyors akcids potencialu sejtekben, csokkentve a sziv kontraktilitasat'.

2.4. Az apoptozis

Szivinfarktus soran az egyik el6fordulé patologias elvaltozas az apoptézis. A programozott
sejthalal egy energiafiiggd folyamat, melynek soran a sejtben olyan enzimek aktivalodnak, amelyek
segitségével képesek lebontani sajat DNS-iiket, valamint a sejtmag és a sejtplazma fehérjéit. Az
apoptézison atesett sejt ezutan sejtalkotdira esik szét, de plazmamembranja tovabbra is intakt
marad. Ezek az apoptotikus sejtrészecskék aztan a fagocitdk célpontjaivd valnak. Ennek
koszonheten az apoptotikus sejthalal -ellentétben a nekrézissal- nem valt ki gyulladasos reakciot a
szovetekben. Nekroézis soran a sejtek membranintegritasukat elveszitik, enzimatikusan

emésztddnek, ezaltal a sejtkomponensek kiszivarognak, igy el6idézve a szervezet gyulladasos
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reakcigjat™. Az apoptozis létfontossagu komponense a sejtek természetes megujulasanak, az
immunrendszer fejlédésének és megfelel6 miikodésének, a hormonfiiggé atr6fianak, az embrionalis
fejlodésnek és a kémiailag indukalt sejthaldlnak. A til alacsony vagy épp til magas apoptotikus
aktivitas fontos tényezGje szamos neurodegenerativ betegségnek, iszkémias karosodasnak?®,
autoimmun rendellenességeknek és rakos megbetegedésnek.

Az apoptézis mechanizmusa igen szabalyozott és komplex molekularis folyamatok
kaszkadja, amelyben az kaszpaz fehérjék vesznek részt. A kaszpazok cisztein protedzok, amelyek a
fehérjéket az aszpartat aminosavnal képesek hasitani és inaktiv proenzimként allandéan jelen
vannak a sejtekben. Aktivacidjuk a pro- és antiapoptotikus fehérjék expresszidjanak finoman
szabalyozott egyensulyatol fiigg. Mai ismereteink szerint tiz ilyen kaszpaz fehérje jatszik szerepet
az apoptozisban, melyek az alabbi szempontok szerint rendszereznek:

* iniciatorok: kaszpaz-2, -8, -9, -10
» effektorok: kaszpaz-3, -6, -7
* inflammatérikus kaszpazok: kaszpaz-1,-4,-5

Jelenleg harom fébb apoptotikus ttvonalat kiillonboztetnek meg: az extrinsic vagy halal
receptor altal-, az intrinsic vagy mitokondrialis uton indukalt és a citotoxikus T-sejt medialt
utvonalat. Barmilyen uton aktivalddik az apoptozis, az eredmény a kaszpaz kaszkad aktivacidja
lesz, amely DNS fragmentaciét, a citoszkeleton és magfehérjék degradaciojat, apoptotikus
zarvanyok formadciojat eredményezi, ezaltal a sejt pusztulasat okozza. A folyamat legvégén olyan
fehérjék expresszalédnak, amelyek az apoptotikus sejt fagocitdk altali elimindldsat vonja maga

utan®,
2.5. Az autofagia

Az eukariotakban a legjelentdsebb fehérje degradacios rendszer az éleszt6kt6l kezdve a
novényeken at az emldsokig az autofagia folyamata. A gorég eredetli szé (a0To@ayog) 1963-as
bevezetése Christian De Duve nevéhez fiiz6dik és leforditva ,,6nemésztést” jelent. Legels6
megfigyelése Keith R. Porter és tanitvanya Thomas Ashford nevéhez kothet6. A Rockefeller Intézet
munkatdrsai izolalt patkany majon végzett kisérleteik soran glilkagonnal perfundaltak azt, igy
idézték el6 a majsejtek glikogén lebontasat és figyelték meg a lizoszomak emelkedett szamat,
amikben mitokondriumokat is felfedeztek?’. Napjainkban az autofigia folyamatat és a szervezetre
gyakorolt hatdsanak vizsgalatat is igen élénk érdekl6dés ovezi. 2016-ban Yoshinori Ohsumi
autofagia kutatasban végzett munkassagat orvosi Nobel-dijjal ismerték el.

Az autofagia mechanizmusa mar az embriogenezist6l fontos szerepet jatszik. Szerepe van a

sejt fiziolégias dllapotanak fenntartdsdban, az immunrendszer megfelel6 miikodésében és
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osszefiiggésben all szamos neurodegenerativ betegséggel is, mint példaul Parkinson koér, Alzheimer
kér, Huntington kér, Creutzfeldt-Jakab kér; tovabba Danon kér, Crohn betegség és 2-es tipusu
diabetes'+*%,

Mindenek el6tt fontos tisztdzni, mit is tekintiink autofdgidnak egy sejtben. Minden
folyamatot ide sorolunk, (i) amely soran a citoplazmaban szabadon hozzaférhetd anyagok, (ii)
lizoszoma altal degradalédnak. Mindenképp fontos tehat kiilénbséget tenni az autofagia és a sejtben
lejatsz6do egyéb vezikularis transzportok, illetve proteoszémalis folyamatok kozott?. Mint minden
molekuléris biolégiai folyamatot, igy az autofagiat sem lehet csupan egyféleképpen jellemezni.
Jelenlegi ismereteink szerint az autofagianak 3 tipusat kiilonboztetjiik meg: mikroautofagia,
chaperon medialt autofagia és makroautofagia.

A mikrofagia folyamata a legegyszeriibb mind koziil, melynek soran a névények és gombak
vilagaban vakudélumok, mig a Drosophila melanogastertdl kezd6dden az emldsdkig a lizoszoma
kozvetleniil kebelezi be és degradalja a molekulakat (endoszémalis mikroautofagia)®. Habar ez a
legkevésbé vizsgalt tipusa az autofagianak, annyi bizonyos, hogy j6 par komponense szerepet
jatszik a makroautofagias folyamatokban is®.

A chaperon-mediélt autofagia egy szelektiv folyamat, amely sordn a fehérjékhez el6bb egy
specialis aminosav szekvencia (KFERQ), majd pedig ehhez a pentapeptid motivumhoz a Hsc70
fehérje kapcsolédik. Az igy kialakult szubsztrat komplex kozvetleniil a lizoszoma felszinéhez
kotédik, ezt kovet6en fehérje transzlokacié soran (LAMP2A) a lizoszoma belsejében megtorténik a
molekuldk lebont4sa. Ebben a folyamatban nem alakul ki vezikula a degradaland6 fehérje koriil,
tovabba csak proteinek szolgalhatnak szubsztratumként, mas makromolekulak, mint példaul lipidek,
nukleinsavak vagy membranfehérjék nem?®.

A leginkdbb tanulméanyozott makroautofagia genetikailag igen j6l szabalyozott és
evoliciosan konzervalt folyamat. Ez tette lehet6vé tanulmanyozasat a Saccharomyces cerevisiae
élesztdben és igy sikeriilt pontos képet kialakitani a folyamat molekularis hatterérdl és
mechanizmsar6l. Disszertaciomban az autofagia sz6 hasznalata a tovabbiakban a makroautofagia
folyamatat jelenti.

A folyamatot elindité jelenség a sejten beliili adenozin-monofoszfit (AMP) szint
emelkedése, amely miikodésbe hozza az AMP aktivalt protein kinazt (AMPK). Az AMPK
inhibitorként hat az mTOR komplexre, amely gatolja az autofagia folyamatat. Legels6 1épéseként
izolaciés membran fiiz6dik le a Golgi-apparatusrdl vagy az endoplazmatikus retikulumbol, amelyet
az ULK1-Atg13-FIP200-Atg1 kinaz komplex szabalyoz és az mTOR jelatviteli utvonalon keresztiil
aktivalédik. Az un. omegaszoma tovabbi novekedését az Atgl2-Atg5/Atgl6 komplex iranyitja.

Miutan az izolaciés membran lefiz6dése megindult, tovabb folytatédik az elongacié, mikézben a
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membran koriilveszi a sériilt sejtalkotokat. A membran névekedés késdbbi szakaszaban az Atg5-12
komplex disszocial az izolaciés membranrdl mig az LC3BII fokozatosan lokalizal6dik a membran
folyamaton megy keresztiil és folyamatosan beépiil az izolaciés membran mindkét oldalara, igy
annak mennyisége az az autofagoszoéma kialakuldsa soran egyre novekszik. Az autofagoszéma
kialakulasat kovet6en a kiils6 membran és a lizoszéma egyesiil igy létrejon a autolizoszoma. Az
autofagoszoma és lizoszoma fuzidjat a Rubicon-UVRAG-Vps34-beclinl-ClassIII-PI3 kinadz
komplex szabdlyozza. Az autolizoszoma létrejottét kovetGen megkezdddik a fagoszéma Aéltal
koriilzart sejtkomponensek degradacidja a lizoszémaban talalhat6 hidrolazok, proteazok és lipazok
hatasara. A fagoszoma belsejében 1év6l LC3II fehérjék a lizoszomaban talalhaté katepszin hataséara
delipildlédnak és tjbol LC3I fehérjévé alakulnak at, igy Gjra felhasznalhatéva valnak a fagoszéma

membranjanak kialakitasdhoz (2. dbra)™®.

ULKI1-ATG13-FIP200 ATG5-12 konjugacios LC3B konjugécids
komplex rendszer rendszer
VSP34-Beclin 1-ATG14 ATGb5-12-16L LC3BII
komplex | |
o _ DEGRADACIO |
INICIACIO ELONGACIO

2. dbra: Az autofagia sematikus abraja

Mint ahogyan azt az el6z6ekben részleteztem, az autofagia folyamata alapvet6en nem
tekinthet6 szelektivnek. Létezik azonban a makroautofagianak egy olyan specidlis esete, amely
lehetdvé teszi a sériilt molekulak degradaciojat molekularis jel6léssel. Kimutattak, hogy a
nukleosporin p62 fehérje tartalmaz egy ugynevezett LRS (LC3 Recognition Sequence) vagy mas
néven LIR (LC3-interacting region) szekvenciat, amely kozvetleniil képes kot6dni a fagoszoma
felépitésében résztvevé LC3II fehérjékhez®'. Ez lehetGvé teszi a p62 fehérje altal jelolt részecskék

degradaciojat a fagolizoszémaban.
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2.6. Az autofagia szabalyozé mechanizmusai

Tekintve, hogy az autofagia kritikus szerepet jatszik a sejtek homeosztazisanak
fenntartdsaban és a stressz soran torténd tulélésben nem meglepd, hogy igen finom szabalyozasi
mechanizmus hatdrozza meg az aktivitdsat. Szamos tanulmany foglalkozik azzal, hogy a normal
koriilmények kozott megfigyelhet6 alap autofagia aktivitdsa miként tud meglehet6sen gyorsan
fokozodni bizonyos stimuldciék hatasara. Evoldciésan konzervalt mivoltabél adoddan a

szabalyozasi mechanizmusok nagyon hasonl6ak a gombaktol kezdve az emlGsokig bezaréan®.
2.6.1. Nitrogén fiiggo requldcio

Az aminosav és nitrogén szintben bekovetkezd valtozas els6dleges érzékelGje egyben a
makroautofagia egyik legfébb szabédlyozéja az mTOR komplex 1 (mTORC1), amely egy
szerin/treonin kinaz. Tapanyag bdség esetén ez a molekula komplex az ATG1, ATG13, ULK1
fehérjék és az autofagia-specifikus foszfatidil-inozitol-3-kinaz gatlasa révén megakadalyozza a
fagoszoma membran kialakulasat®. Tovabba olyan transzkripcids faktort (TFEB) blokkol, amely
elengedhetetlen a lizoszoma biogenezisének szabéaloyzasidhoz®. Aminosav és nitrogén megvonas

esetén az mTORCI inaktivalasa révén elindulhat a makroautofagia folyamata.
2.6.2. Energia vagy gliikéz fiiggé requldcio

Az autofagia szabdlyozasa glilkéz metabolizmuson és energia szinten keresztiil szintén
létfontossagt a homeosztazis fenntartdsdhoz. Gliikkéz jelenlétében a cAMP aktivalt protein kindz A
(PKA) megakadalyozza az autofagoszoma formaciojat az ATG1 és ATG13 fehérjék gatlasa révén,
illetve az AMP aktivalt protein kinaz (AMPK) inhibitoraként kdzvetve aktivalja az mTORC1-et,
amely gatolja a makroautofagiat. Az autofagias flux novekedését az mTORC1 AMPK Altali
inaktivalasa teszi lehet6vé, amelyet a csokkent ATP és a felhalmozédé AMP szint aktival. Az
AMPK tovabba foszforilacio révén aktivalja az ULK1 és Bcl1 fehérjéket igy inditva el az autofagia
folyamatat™.

Az autofagia tehat egy aktiv, evoliciésan konzervalt és jol szabalyozott folyamat, amely a
sejt megfelel6 homeosztazisahoz elengedhetetlen. Ugyanakkor a tilzott autofagias folyamatok a sejt
pusztulasahoz is vezethetnek, melyet autoapoptozisnak vagy Il-es tipusi programozott sejthalalnak

neveziink?-=°,

2.7. Az autofagia és az apoptozis kapcsolata

Habar a két molekularis mechanizmus kiilonbozik egymast6l, mégis meg kell emliteni a

kozottiik 1év6 kapcesolatot, hiszen mindkét folyamat szabéalyozasaban szerepet jatszanak a TP53/p53
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és BH3 fehérjecsalad tagjai**. Tovabba az autofagia az apoptdzis intrinsic aktivalasat gatolja azaltal,
hogy végrehajtja a sériilt, apoptozist el6idézhetd molekuldk és mitokondriumok eliminalasat a
sejtb6l. Amennyiben az autofagias aktivitas elégtelen vagy épp ellenkezdleg, til fokozotta valik,
ugy az apoptozist indukalhat a sejtben. Ugyanakkor az apoptézis képes gatolni az autofagiat, mert a
kaszpazok az alapvet§ autofagids proteinek elimindaldsat is elvégezhetik®. Jelenleg két folyamat
ismeretes, amely autofagia altal kivaltott sejthalalt von maga utdn. Az egyik a Na'-K" ATPaz
pumpaval 6sszefiiggd autozis, illetve a ferroptdzis, amely soran az autofagia a ferritint degradalja,

ami reaktiv oxigén gyokok felhalmozdodasat eredményezi*.

2.8. Az autofagia befolyasolasanak lehetdségei

Mivel az autofagia egy dinamikus, genetikailag és molekularis mechanizmusokat tekintve is
meglehetdsen szabalyozott folyamat, igy lehet6ség van a fiziologias szinthez képest fokozni, vagy
gatolni az autofagias aktivitast. Az ATG gének mintegy fele sziikséges az autofagidhoz, tovabba a
PI3K komplex az Atg9 és az Atg2-Atg18 komplexek elengedhetetlenek az inicidciéhoz®.

Az autofagia szabalyozasaban, mint azt korabban emlitettem kozponti szerepet jatszik az
mTOR (mammalian target of rapamycin) fehérje és komplexei (mMTORC1 és mTORC2), amely az
autofagiara gatlé hatassal bir és tobbek kozt olyan alapvetd életfolyamatokban tolt be szabalyozé
funkciét, mint a sejtnévekedés és metabolizmus, fejlédés, cregedés, hypoxidra adott sztressz
vélasz®. A klasszikus mTOR medialt autofagian kiviil természetesen mas molekuldris folyamatok is
jatszhatnak fontos szerepet az autofdgia szabalyozasiban, mint példdul a Ca?'-calpain-Gsa és a
cAMP-Epac-PLC-¢-IP3 ttvonalak®. Ebbdl kovetkezik, hogy igen sok alkalmazott vagy még fel
nem fedezett medidtor és gén létezik, amelyek aktivalhatjdk vagy gatolhatjdk az autofagiat. A
tovabbiakban a potencialis, valamint a mar klinikumban alkalmazott, az autofagias folyamatokra

befolyassal bir6 lehet6ségeket részletezem.
2.8.1. Autofdgidt indukdlé szerek

Jelenleg egyre tobb kutatas mutat dsszefiiggést bizonyos betegségek patogenezise és az
elégtelen autofagias folyamat kozott*®. Ezért intenziv vizsgalatok folynak annak érdekében, hogy
minél tobb stratégiat és terapias lehet6séget dolgozzanak ki az autofagia fokozasanak érdekében. Az

1. tdblazatban tiintettem fel a ma ismert és mar terapidsan vagy kutatdsban alkalmazott szereket.
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Autofagia indukalas | mTOR fiiggo utvonal |/ mTOR fiiggetlen aitvonal Tamadaspont

EBSS Ehezést indukal
Brefeldin A
Thapsigargin ER stresszt indukal
Tunicamycin
Rapamycin
Temsuphrnus mTOR gatls
Everolimus
Ridaforolimus
irlfafl{éz mTOR fiiggetlen aktivator
LiCl
1,650,330 ) IMPaz inhibitor
Carbamezapin
Valproinsav
N-acetil-D-szfingozin Class I PI3K inhibitor
Penitrem A Ca* blokkolé
Kalpasztatin Calpain gatlo

1. tdblazat: az autofagiat fokozni képes lehetGségek

Az autofagia indukalasanak legegyszerlibb modja a tdpanyag megvonds. Fiziol6gias
koriilmények kozott sejtekben az aminosav hidny inditja meg az autofagiat, amelyet konnyedén el
lehet idézni szérum mentes tapkozeggel, amelybSl hidnyoznak az esszencidlis aminosavak®.
Fehérjeszintézis soran az endoplazmatikus retikulumban (ER) felhalmozddott fehérjeaggregatumok
ugynevezett endoplazmatikus stresszt valtanak ki. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy az ER stressz

szintén indukalhat autofdgids folyamatokat a sejtben*.

Cellularis szinten ez a fehérje
tijrahasznositas természetes folyamata. Igy az ER stressz kivaltdsara képes brefeldin A, thapsigargin
és tunicamycin képes fokozni az autofagias aktivitast és mindemellett még az LC3BII és Beclin-1, e
két jelentGs autofagia marker expressziojat is*. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy Gordon és
mtsai kimutattdk: a thapsigargin képes mobilizdlni az ER Ca®" depdjat, amely a citoszdlikus
kalcium szint megemelkedését és igy az autofagia gatlasat is eredményezheti?’.

A rapamycin vagy mas néven sirolimus a Streptomyces hygroscopicus baktérium altal
termelt antifungélis molekula. Jelenleg is alkalmazzdk klinikumban: a szivkatéterezés soran
behelyezett stentet vonjak be vele, mivel immunszupresszans hatdsa révén megel6zhet6 a
kilokGdés®, tovabba szervtranszplantacion atesett betegeknél is alkalmazzdk ezen tulajdonsdga

okan, megel6zend6 az djonnan beiiltetett szerv kilokGdését*

. Az autofagia szabalyozasaban
kozponti szerepet jatsz6 mTOR blokkolasara és igy az autofagia aktivalasara in vivo és in vitro is

egyarant kivaloan alkalmas®. A rapamycin alacsony dozisi (25-100 nM) adagolasa csokkentette
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izolalt egérsziv modellen az I/R okozta nekrozist és apoptdzist®'. Tovabba I/R-t kévetGen a szivben
expresszalddé urokortin, Beclin-1 gatl6 hatasa révén csokken az autofagia®. Terapias készitmények
is képesek befolyasolni az autofagias fluxot, mint példaul a [B-blokkolé propranolol, a Ca-
blokkol6ként alkalmazott verapamil-ezek stimuldljdk, mig a [-adrenoreceptor agonista

isoproterenol gatolja azt>

. Terapias alkalmazasat immunkompetens betegekben azonban korlatozza
az immunrendszert blokkol6 hatdsa. Eppen ezért intenziv kutatas folyik a rapamycinnel azonos
hatasu, de kevésbé toxikus anyagok fejlesztése és alkalmazasa végett. A vizoldékony észteresitett
rapamycin, azaz a temsirolimust (CCI-779) egérmodellen mar sikerrel alkalmaztak Huntington-kor
kezelésében a huntingtin aggregatumok csokkentése révén*. Két masik rapamycin alternativa
(everolimus, deforolimus) is igéretesek a jovObeni alkalmazdasra, kisebb toxicitasuk és enyhe,
dozisfiigg6 mellékhatasuk miatt®. Mas rapamycin alternativak is léteznek az tgynevezett Kkis
molekulaji rapamycin erdsit6k (SMER-small molecule enhancers of rapamycin), amelyek mTOR
fligg6 modon fokozzak az autofagiat, ugyanakkor nem befolyasoljak az Atg5-12, Atg7 és Beclin-1
expressziot®. Pontos hatdsmechanizmusuk még egyelére nem ismert. Sarkar et al. pedig a
trehal6zrdl mutattak ki, hogy egy mTOR fiiggetlen autofagia aktivator®.

Potencidlis autofagia aktivatorok lehetnek még olyan molekuldk, mint pl. a LiCl, amely
inozitol monofoszfataz blokkol6 hatassal bir vagy I. osztalyba tartozo foszfatidil inozitol-3-kinaz
inhibitorok. Bizonyos Ca*" csatorna blokkoldk is elGsegithetik az autofagids folyamatokat, mivel
csokkentik az intracelluldris Ca®* szintet és a csokkent intracelluldris kalcium szint hatdsara

fokozaodik a kalpain proteaz aktivitasa, karositva ezzel a heterotrimer G-fehérjéket*’.

2.8.2. Autofdgidt gadtlo szerek

Az autofagia molekuléris hatterének tanulmanyozasa soran szamos potencidlis, az autofagia
valamely molekuldris mechanizmusat negativan befolydsolé kémiai mediatort azonositottak és
alkalmaztak kiilonb6z6 sejt- és allatmodelleken®. Az autofagia inhibitorokat a 2. tablazatban

csoportositottam mechanizmusuk és tamadaspontjuk alapjan.

19



Fagolizoszoma kialakulds| Autofagoszoma formacio Lizoszoma Tamadaspont
klorokin Liz?sz.(")mfl .
degradacio gatlasa
3-metiladenin
Wortmannin PI 3-kinaz inhibitor
1Y 294002
Cycloheximid Fehérje szintézis gatlo
Bafilomycin A1 ATP-az inhibitor
Hydroxychloroquine Lizoszéma elliigositas
Lys05
Leupeptin
E64d Proteaz inhibitor
Pepstatin A

2. tablazat: autofagiat gatolni képes lehetGségek

A PI3-kindz enzimet gatld 3-metiladenin volt az els6 azonositott és legszélesebb korben
alkalmazott autofagia gatlé szer”. Az emlGs sejtekben taldlhaté PI 3-kinaz enzimeket 3 osztilyba
soroljak: az I. osztalyba tartoz6 kinadzok gatoljak az autofdgiat, mig a II. nincs rahatassal. Ezzel
szemben a III. osztalyu PI 3-kinaz elengedhetetlen az autofagia korai szakaszaban a fagoszoma
formacié soran®. KésGbbi tanulmanyok megerdsitették, hogy a 3-metiladenin a wortmanninnal és
LY 294002 molekulaval egyetemben blokkoljak az autofagiat a III. osztalyd PI3 kinaz gatlasa révén.
Azonban a legijabb kutatdsok sordn azt tapasztaltdk, hogy a 3-metiladenin képes fokozni az
autofagias fluxot, amennyiben hosszan van adagolva megfelel6 tapanyag ellatottsag mellett. Az
€hezés indukalta autofagiat azonban gatolja. A Wortmannin ugyanakkor barmilyen koériilmény is all
fenn, permanens III. osztalyd PI 3-kinaz gatl6™.

Az eukariota sejtekben talalhato Gsi, evolicidsan konzervalt enzim a vakuolaris H* ATP-3z%.
Az enzim intracellularis vakuolumokba, endoszomakba, lizoszomakba juttat protonokat a
membranon keresztiil, igy a bels6é mili savassa valik. A bafiolimycin A1 molekula ezt az ATP-az
enzimet képes gatolni, igy a lizoszéma acidifikaciojat is. Klionsky és munkatarsai ugyanakkor
kimutattak, hogy a bafilomycin A1 nem akaddlyozza meg az érett autofagoszoma és lizoszéma
faziojat®.

Léteznek mas anyagok is, amelyek a lizoszoma lumenében uralkodé alacsony pH-t képesek
lugositani, mint pl. a klinikumban is alkalmazott antimalarias és reuma ellenes szerek a clhoroquin
és hydroxicholorquin'**. In vitro autofagiat blokkold hatdsdhoz azonban igen magas, millimdlos
koncentracio sziikséges, amely elérése €16 szervezetben nem tarthaté fent és stilyos mellékhatasokat
is okozhat. A choloroquin egy dimer formdja a Lys01, illetve ennek vizoldékony séja a Lys05

162

molekula tizszer hatékonyabb autofdgia inhibitornak bizonyult a chloroquinnél®. A lizoszéman

beliili akkumulalédasa és lugosité hatasa miatt sokkal jobb terapias szernek igérkezik.
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A lizoszomaban talalhat6 proteazok gatlasa is egy lehetséges stratégia az autofagia
blokkolasara. A leupeptin a természetben el6forduld protedz inhibitor amely cisztein, szerin és
threonin peptidazokat gatol. Autofagia blokkolé hatasat a lizoszoma altal kozrezart citoszolikus
részek lebontasanak gatlasaval fejti ki, ezaltal fagolizoszoma és inkluzis testek akkumulaci6jat idézi
el6 a sejtben®. Cycloheximiddel alkalmazva pedig meggatolja az autofagias vakudlumok
képz6dését és a lizoszomalis enzimek szintézisét®. Az E64d és a pepsztatin A szintén képesek
gatolni az autofagiat a lizoszomalis protedzok gatlasaval. Az E64d molekula membranon jél
permedl és a lizoszomaban jelenlevo cathepsin B, H és L. mig a pepsztatin A a cathepsin D és E
molekulakat gatolja®.

Egyre tobb, a klinikumban terapias szerként alkalmazott hatéanyagrol deriil ki, hogy
autofagiat aktivalé vagy gatlo hatdsa van és egyre tobb djabb anyagot fedeznek fel. Azonban ezek
alkalmazasa meglehet6sen korlatozott, mivel hatasuk eléréséhez magas dozist kell alkalmazni és

ebbdl kifolyolag silyos mellékhatasaik lehetnek, nem beszélve a lokalis alkalmazas nehézségeirdl.

2.9. Autofagia a kardiovaszkularis rendszerben

Ahhoz, hogy a szivizomsejtek feladataikat teljes mértékben el tudjak latni, elengedhetetlen a
megfelel6 oxigén és energiaellatottsag, illetve a rendesen funkcionalé és helyes konformaciot
felvett, érett fehérjék jelenléte. Megel6zend6 az aggregatumok képzdédését, a fehérjeszintézist
tobbszoros ellendrzési folyamat kiséri a sejtekben, azonban ennek ellenére fiziologias koriilmények
kozott is kialakulhatnak hibds vagy sériilt fehérje aggregatumok. Ezek hatastalanitdsaban a
chaperon- és ubiquitin-medidlta protein degradacié mellett a szivszovetben is megfigyelhetd alap
autofagids folyamatok jatszanak szerepet. Ezen molekularis folyamatok elengedhetetlenek a
kardiomiocitdk homeosztazisanak, struktirdjanak és funkcidjanak fenntartasahoz®. Ezek a
folyamatok parhuzamosan, egymast kiegészitve vesznek részt a degradacioban és
Ujrahasznositasban. Akad azonban olyan példa is, amelyben az autofagia folyamata karos hatassal
van a szivre. A szivben abnormalisan funkciondlé autofdgia eredménye példaul a nagyon ritka, X
kromoszémahoz kotott, 6rokl6dé Danon-betegség. A Danon-kérban szenvedd pacienseket
cardiomyopathia, vazizom myopathia és mentalis retardacid triasza jellemzi, amely a lizoszoma-
kapcsolt membran protein 2 (lysosome-associated membrane protein-2, LAMP-2) fehérjét kodolo
gén mutaciojanak koszonhet6. A génmutacié a LAMP-2 csokkent expresszidjat eredményezi, igy
fokozott autofagias folyamat figyelhet6 meg a vaz- és szivizomzatban®.

Az autofagias aktivitds megvaltozasa sokkal inkabb jellemz6 patologias elvéltozasok soran,
ugymint az I/R sériilés, hipertenzid, hipertfrofia, kardiomiopatia vagy szivelégtelenség. A

megnovekedett autofagidas folyamatok hatdsa a szivszovetre azonban meglehetdsen vitatott. Az
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autofagia hatasabol szarmazo el6ny vagy hatrany is attol fiigg, hogy milyen tipust és mennyi ideig
tarto stressznek van kitéve a szivszovet. Egyes kutatdsok kimutattak az autofagia el6nyokkel jaro
szerepét atheroszklerozis soran. Az oxidativ behatas soran keletkezd karosodott lipideket és
fehérjéket is eltavolitja, tovabba a gyulladas révén sériilt komponenseket a plakkban eltavolitja®.
Yan és munkatarsai krénikus iszkémiat tilélt miokardiumban emelkedett autofagias folyamatokat
figyeltek meg, ami az autofigia tulélést segité tulajdonsagat tamasztja ala®. Gurusamy és
munkatarsai pedig iszkémidhoz adaptalédott miokardiumban figyeltek meg fokozott autofagiat,
amelynek el6nyos hatdsiat wortmaninnal, az autofagiat gatolni képes vegyiilettel meg tudtak
el6zni®®, A sériilt mitokondriumok eltavolitasat végzé mitofagia is protektiv az I/R sériilések
soran”. Ezzel ellentétben az autofagia gatldsa segitette a sejtek tdlélését I/R-nak Kitett
kardiomiocitakban®?. Matsui és mtsai pedig megfigyelték az autofagia jotékony szerepét iszkémia
alatt, ami ugyanakkor a reperfuzi6 soran mar karosnak bizonyult”. Pattison és munkatrasai
kimutattak azt, hogy az egyes neurodegenerativ betegségekben is szerepet jatszo poliglutaminbol
felépiild pre-amiloid oligomer szivelégtelenséget okoz. Transzgén egerekben vizsgaltak a
folyamatot és vizsgalodasaik soran tobbek kozott kimutattdk, hogy ezekben az egerekben a
megnovekedett poliglutamin expressziéo mellett az autofagia is emelkedett a szivizomsejtekben’.
Egy masik tanulmany pedig ravilagitott arra a tényre, hogy az I/R indukalta autofagia karositja a
kardiomyocitak gap-junction kapcsolataiban talalhato connexin43 fehérjét, amely elengedhetetlen
az egyes szivizomsejtek kozotti jelatvitel zavartalan folyamataért”. A szakirodalomban azonban

tobbnyire protektiv szerepet tulajdonitanak az autofagianak a szivizomban I/R soran™.
2.9.1. Autofdgia iszkémia-reperfiizio alatt

Decker és munkatrasai kisérleteikben izolalt nyul sziven vizsgaltdk Langendorff médban a
kiilénb6z6 hosszisagu iszkémia hatasat a szivizomzatra. Kutatasuk soran azt tapasztaltak, hogy 20
perc iszkémia kromatin kondenzaciét, mitokondriumok tagulasat és az endoplazmatikus retikulum
duzzadasat okozza, de jelent6s lizoszoma szam novekedést vagy glikogén degradaciot nem
észleltek. Azonban 15 perc reperfiziét kovet6en autofagias aktivitast figyeltek meg, amely a
reperflizi6 soran tovabb fokozodott. 40 perc iszkémia mar 6nmagaban elegend6 az autofagia
fokozott aktivitasanak el6idézéséhez, amelyet a reperftizio csak tovabb fokozott, mig az 1 6ran at
tart6 iszkémia mar silyosan karositja, mi tobb gatolja az autofagia folyamatat’’®, holott ilyenkor az
iszkémia soran fellépé oxigén és tdpanyag hidnyt ellenstlyozandd, az autofigia mar egyfajta
protektiv szerepet toltene be. A tilsagosan hosszi iszkémia idGtartama igy mar irreverzibilis

karosodasokhoz vezet.
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Reperfizié sordan a lehetségekhez és a beavatkozasokhoz mérten helyreall a szivszovet
tapanyag és energia ellatasa, igy az AMPK aktivacié6 megsziinik, helyette a Beclin-1 fehérje
hatdsara marad tovabbra is aktiv az autofagia”. Mig iszkémia sordn az autofagia protektiv szerepet
tolthet be, addig a reperftizi6 alatt mar kordntsem sorolhat6 a sziv tuléléséhez hozzéjarul6
folyamatok kozé a kdvetkez6 okok miatt:

1. A rendkiviil magas autofagias aktivitas sejthalalhoz vezethet.

2. Reperftzié sordn fokozott Beclin-1 és csokkent Bcl-2 termelés figyelhet6 meg a
miocitdkban. Ennek kovetkezményeként az emelkedett Beclin-1 expresszi6 fokozott
autofagiat és sejthalalt eredményez.

3. Az autofagia és az apoptdzis kiilénb6z6 mediatorok révén egymassal szorosan 6sszekapcsolt
folyamat. Eppen ezért az emelkedett autofagias aktivitas apoptézist eredményezhet.

4. A reperftizi6 hatasara termel6dé H,O, eliminalasat végzd katalaz enzim is szubsztréatja lehet
a lizoszomak altali degradacionak, amely a H,O, felhalmozodasat és igy az oxidativ stressz

fokozddasat eredményezheti””.

3. Az autofagia és a reperfuzio indukalta fibrillacié kapcsolata

Mint azt mér kordbban emlitettiik a reperfuzié sordn fellépé kamrai fibrillacié jelenségét
mar szamos allatmodellen és humén szervezetben egyarant megfigyelték®. A reperfiizié indukalta
arrhytmidk-igy a kamrafibrillacio is-kodzvetleniil a keringés helyreallasakor kovetkezik be, tovabba
az iszkémia-reperfuzié miatt kialakult oxidativ stressz a sejt homeosztazisanak zavarat okozza,
amely az autofidgia indukalasat vonja kovetkezésképp maga utdn. Az autofagia szivszovetben
betdltott szerepe kettds. Egyrészt a talélést segiti vagy épp ellenkezdleg, a sejtpusztulast fokozza
attol fiiggben, hogy milyen intenzitadssal van jelen a sejtekben. Minél intenzivebb az autofégia,
annal nagyobb eséllyel indit el patologias reakciokat a szivizomsejtekben és miikodési zavarokat a
szivizomzatban'?. Manapsag csak kevés tanulmany foglalkozik az arrhytmidk és az autofagia
lehetséges kapcsolataval és modositasaval. Ezek kozill néhany azt feltételezi, hogy a

pitvarfibrillacié 6sszefiiggésben van a ,hibas” autofagiaval”

. Egy masik tanulmanyban pedig
kimutattak azt, hogy mitrélis és trikuszpidalis regurgitacié6 eredményeképpen kialakult hipertréfia
soran, emelkedett autofagids aktivitas figyelhet6 meg. Ez az emelkedett aktivitds azonban nem

minden esetben okozott a paciensekben pitvarfibrillaciét™.
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4. Célkitiizések

Disszertaciom f6 targya a kamrafibrillacio6 soran megfigyelhetd autofagias folyamatok
megfigyelése és a kozottiik 1évé kapcsolat feltarasa egér és patkany modelleken. Kisérleteink soran
célul tiiztiik ki a kamrafibrillacié és autofagia kozotti lehetséges ok-okozati 6sszefiiggés kdzelebbi
megértését és pontositasat: azaz hogy az autofdgia szerepet jatszik-e a kamrafibrillacio
kialakulasaban, vagy éppenséggel a kamrafibrillacio valtja ki az autofagiat? Lehetséges-e, hogy a
fibrillaciéra hajlamos szivekben kialakul az arrhythmia tekintet nélkiil az autofagiara és emiatt
késébb nem képes megfeleld szinten tartani azt?

Célkitlizésiink volt tovabba az autofagia és a kamrafibrillacié kapcsolatdnak és molekuldris
hatterének jobb megértése allatmodellek segitségével.

A fenti kérdések megvalaszolasanak érdekében, a kdvetkezd kisérleteket végeztiik el:

* Az iszkémia-reperftizi6 okozta kamrai fibrillacié sordn bekdvetkezd autofagids folyamat
aktivitasanak mérése.

* A mesterségesen el6idézett és kiillonboz6 id6tartamut kamrai fibrillaciok hatasai az izolalt
dolgozé sziv funkcioira és az autofagias folyamatokra.

* Molekulérisbiologiai  vizsgalatokkal —megéallapitottuk a  kamrafibrillaci6  hatéséara
expresszalodo autofagias markerek szintjét, amelyekbdl kovetkeztethettiink az autofagia
jelent6ségére és mértékére.

* A posztfibrillaci6 okozta infarktusos teriilet nagysaganak meghatarozdsa és hogy ezek
milyen korrelaciét mutatnak az autofdgias és apoptotikus fehérjék expresszidjanak
alakulasaval, a kamrafibrillaci6 id6tartamanak fényében izolalt dolgozé patkanysziv

modellen.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Kisérleti allatok-egerek és patkanyok

Kisérleteink soran him Sprague-Dawley patkanyokat (370-400g) és him C57BL/6 egereket
(25-35g) hasznaltunk fel (Charles River Laboratories, Németorszag). Az allatok tartasa és
felhasznaldsa soran minden esetben a DEMAB irdnyelvei szerint jartunk el, 6sszhangban az ide
vonatkoz6 Eurépai Uniés és Guide for the care and use of laboratory animals elGirdsaival. Az
allatkisérlet engedélyszama 3/2012/DEMAB Az allatok ad libitum férhettek hozza standard

ragcsalé taphoz és vizhez. A kisérletek el6tt az allatok nem részesiiltek semmiféle kezelésben.

5.2. Globalis miokardialis iszkémia és reperfiizié izolalt egérsziveken

Az egereket intraperitonedlisan (i.p.) adott natrium-pentobarbital (60 mg/ttkg) injekciéval
altattuk el. Véralvadogatloként intravénas (i.v.) heparint alkalmaztunk 1000 IU/ttkg dézisban. Az
anesztéziat kovetéen torakotomiat végeztiink és a sziveket jéghideg modositott Krebs-Henseleit
bikarbonat pufferbe helyeztiik, melynek 6sszetététele millimolos koncentraciéban: NaCl 118; KCl
5,8; CaCl, 1,8; NaHCOs; 25; NaH,PO, 0,36; MgS0, 1,2 és gliikoz 11,1. Ezt kovet6en az aortan at
kantilaltuk a sziveket és 30 percen keresztiil perfundaltuk Krebs-Henseleit oldattal 80 Hgmm
nyomas alkalmazasaval. A puffert a kisérlet id6tartama alatt karbogén gazzal (95% O, és 5% CO,)
buborékoltattuk és 37 °C-on tartottuk. Ezt kdvet6en 25 perc globalis iszkémiat idéztiink el6t, amit
80 perc reperfuzié kovetett. A reperfuzids alatt folyamatos EKG regisztraciot végeztiink
(ADInstruments, Powerlab, Castle Hill, Australia). Att6l fliggéen, hogy az I/R indukalt-e kamrai
fibrillaciot a sziveket két cspoprtra osztottuk: fibrillalt és nem fibrillalt. Irreverzibilis kamrai

fibrillacionak tekintettiik a sziveket akkor, ha legalabb 3 percig tarté arrhytmiat regisztraltunk.

5.3. Izolalt dolgozé patkany sziv preparatum

Az allatokat testsulymérést kdveten elaltattuk i.p. ketaminnal (50 mg/kg) és xylazinnal (10
mg/kg). A teljes anesztézia ellenorzését kdvetGen az allatoknak i.v. heparint (1000 IU/kg) adtunk. A
mellkas felnyitasat kovet6en az allatok szivét kivettiik és jéghideg modositott Krebs-Henseleit
bikarbonat pufferbe helyeztiik. Ezt kovetden kaniilaltuk a sziv aortajat, amelyet 10 percen keresztiil
Krebs-Henseleit oldattal perfundaltuk nem dolgozé Langendorff moddban, 100 vizcentiméter
nyomas mellett azért, hogy a szivben maradt vért kimossuk. Tovabba, ez id6 alatt kaniilaltuk a
pulmonaris vénat, s ezt kdvetden pedig a késziiléket dolgoz6 mddba kapcsoltuk at. Dolgozé mod
soran az aorta fel6li korondria bearamlast lezartuk és a vena pulmonalis fel6l perfundaltuk a

sziveket 17 vizcentiméteres nyomassal. A perftizios oldat a tiidévénan keresztiil a bal pitvarba, majd
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a bal kamra altal kipumpalva az aorta kaniilén at tavozott 100 vizcentiméter nyomassal szemben. A
puffert a kisérlet id6tartama alatt karbogén gazzal (95% O, és 5% CO-) buborékoltattuk és 37 °C-on
tartottuk.

Dolgozé mod soran a koronaria- és aortaataramlas (CF, AF) mérést végeztiink, amely a
perfazios oldat sziven keresztiili ataramlasanak 1 percen keresztiil torténd 6sszegytjtésével tortént.
A kisérlet soran a szivritmust (HR), aortanyomast (AoP) és ennek id6 szerinti els6é derivaltjat (dp/dt)
folyamatosan regisztraltuk (ADInstruments, Powerlab, Castle Hill, Australia). A mért paraméterek
segitségével meghatarozhattuk a perctérfogatot (CO), amely az AF és CF 0Osszege (ml/perc),

valamint a CO és HR hanyadosaval az tn. verétérfogatot (SV, ml).

5.4. Arrhythmia kivaltasa elektromos ingerléssel

A kisérletek folyaman 10 perc dolgoz6 modot és a fentebb részletezett szivparaméterek
regisztraciojat kovetéen a sziveket visszakapcsoltuk ,nem dolgoz6” Langendorff médba. A sziv
apexébe ezutan a regisztraciot végzo késziilék elektromos ingerlésre alkalmas elektrodjat helyeztiik,
mig egy masik vezetéket az aorta kaniilre csiptetve foldeltiik a rendszert. A szoftver segitségével
beallitottuk az aramerdsséget (20 mA), a frekvenciat (20 Hz)*. Az ingerlések idGtartama
csoportonként valtozott: 1, 3 és 10 perc, valamint kontroll. A kontroll csoport sziveit nem tettiik ki
elektromos impulzusnak, csupan az elektrodot helyeztiik be az apexbe és hagytuk, hogy 10 percen
keresztiil Langendorff médban miik6djon. Az arrhythmia kivaltasat koveten a sziveket tovabbi 10
percig hagytuk regeneralodni Langendorff modban, majd pedig visszakapcsoltuk dolgozé mddba és
tovabbi 110 percen keresztiil miikddtettiik. A ritmusgeneralast kovet6 120 perces perfizio 30-ik, 60-
ik és 120-ik percében a szivfunkciok regisztralasat végeztiik a kisérlet végén pedig a sziveket

tovabbi felhasznalasra elraktaroztuk -80 °C-on.

5.5. Elhalt tertiiletek meghatarozasa TTC festés segitségével patkanysziveken

Az infartkusos teriilet meghatarozasara a szivek egy részén (csoportonként 4db) trifenil-
tetraz6lium klorid (TTC) festést alkalmaztunk. 50 ml TTC oldatot (millimolos koncentracio:
Na,HPO, 88,05; NaH,PO, 1,66; TTC 29,86) a 120 perces perflizié végén 37 °C-ra felmelegitettiik
és az aortan keresztiil injektaltuk a szivbe, ezt kovetden -20 °C-on taroltuk. A mintakat az apiko-
bazalis tengelyre mer6legesen a lehet6 legvékonyabb (1-2 mm) metszetekre szeleteltiik, leitattuk a
maradék folyadékot, majd a metszeteket beszkenneltik és tomegiiket egyenként lemértiik. A
beszkennelt metszeteket ezutdn ImageJ szoftverrel elemeztiik: el6szor pixelszamot tarsitottunk a
sziv metszet egészéhez és az infarktusos teriilethez. Az infarktusos rész és az egész metszet

teriiletének hanyadosat ezutan megszoroztuk a metszet tomegével. Legvégiil dsszesitettiik az egyes
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eredményeket és az infarktus mértékét az infarktusos rész/teljes sziv tomege x100 képletb6l %-ban

kaptuk meg.

5.6. Fehérje izolalas és Western blot

Az izolalt szivkisérleteket kovetéen a mintadkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Fehérjeizolalashoz patkanysziv esetén 300 mg-ot mig egérszivbol
100 mg-ot hasznaltunk fel. A szévethomogenizalashoz hasznalt puffer 6sszetétele: 25 mM Tris-HCI,
pHS8, 25 mM NaCl, 1mM Na-ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10 nM okadan sav,
0,5 mM EDTA, 1 mM PMSEF, 1x proteaz gatlo koktél, desztillalt viz. A szivdarabokhoz hozzaadtuk
a homogenizal6 puffert és elektromos roncsold segitségével, jegen tartva homogenizaltuk. Miutan a
szovetet sikeriilt teljes mértékben homogenizalni, a mintakat 2000 rpm sebességgel 4 °C-on 10
percen keresztiil centrifugaltuk, majd a feliilisz6t tovabbi 20 percen at, 4 °C-on és 10000 rpm
sebességgel centrifugaltuk. Az igy kapott citoszélikus frakciot hasznéltuk tovabb. A mintak fehérje
koncentraciojat BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) segitségével hataroztuk meg, majd

Laemmli puffert adtunk hozzajuk és 10 percen keresztol 100 °C-on inkubaltuk.
5.6.1. Western blot vizsgdlat egérsziveken

Az allatszivekbdl a kovetkezd fehérjék expresszids szintjét hataroztuk meg: LC3B, ATGS5,
ATG12, ATG7, Bcl-2 és Beclin-1. A fehérjéket poliakrilamid gél elektroforézis segitségével méret
szerint elvalasztottuk, méretiikt6l fiiggéen 12% vagy 15%-os akrilamid koncentraciét hasznaltunk,
majd nitrocellul6z membranra transzferadltuk. A nem specifikus kot6helyek blokkoldsa 5%-os
sovany tejport tartalmazé TBS pufferrel tortént, amely 0,5% Tween-t tartalmazott. A blokkolas
folyamatos razatas mellett szobah6meérsékleten tortént 60 perces inkubacios idével. A membranok
ezutan 4 °C-on és egy éjszakan keresztiil voltak inkubédlva a primer antitestekkel TBS fufferbe
higitva a kovetkez6 aranyokban: LC3B(1:333), ATG7(1:33), ATG5(1:1000), ATG12(1:1000),
Beclin-1 (1:1000), Bcl-2(1:1000), GAPDH (1:20000). Az inkubaciét kovetéen a membranokat
haromszor atmostuk TBS pufferrel, hogy a felesleges, nem kotddott antitesteket eltavolitsuk. A
mosast kdvetéen a membranokat 1 6ran keresztiil inkubaltuk tormaperoxidazzal kapcsolt szekunder
antitesttel szobahémérsékleten. Az inkubaciét kdvetGen djabb mosas kovetkezett, majd pedig
Western HRP (Millipore, Billerica, MA, USA) szubsztrat hozzaadasaval a kemilumineszcenciat
Rotgenfilmekre exponaltuk. A filmeket szkenner segitségével digitalizaltuk és az optikai denzitast
ImageJ szoftverrel elemeztiik. A fehérjeexpressziot a GAPDH fehérjéhez viszonyitva hataroztuk

meg.
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5.6.2. Western blot analizis patkdny sziveken

A fehérjék méret szerinti elvalasztasat a BIO-RAD TGX Stain-Free FastCast Acrylamide
Kit segitségével végeztik. A gélek akrilamid koncetracidjat a detektdlandé fehérjék méretének
ismeretében hataroztuk meg 5% és 20% kozott. Elektroforézist kovetéen a géleket UV fényben
aktivaltuk a gyarto leirasa alapjan, majd transzferaltuk PVDF membranra. Transzferalast kovet6en a
membranokat 5%-os BSA oldattal blokkoltuk, majd pedig 4 °C-on egy éjszakan keresztiil
inkubaltuk primer antitestekkel: LC3B (1:1000), Atg5 (1:500), Atg12(1:500), p62 (1:1000), hasitott
kaszpaz-3 (1:1000), mTOR (1:2000) és p-mTOR (1:2000) (CellSignaling, Danvers MA, USA).

Az atmosast kovetden a membranokat 1,5 éran keresztiil, HRP-vel konjugalt szekunder
antitesttel inkubdltuk (CellSignaling, Danvers MA, USA), szobahémérsékleten. Ujabb mosast
kovetden a membranokra Bio-Rad Clarity Western ECL szubsztratot helyeztiink. Az igy létrejovo
fotoemisszios reakcié detektdldséhoz ChemiDoc OneTouch (Bio-Rad, Hercules CA, USA)
késziiléket hasznaltunk. A kapott eredményeket a Bio-Rad ImageLab (Hercules CA, USA)
szoftverével értékeltiik ki. A stain free technolédgia az tigynevezett teljes protein normalizacio (TPN)
elvén alapszik. Ennek lényege, hogy a gélben taldlhat6 trihalometan és a fehérjéket felépitd
aminosavak koziil a triptofan és szarmazékai UV fény hatdséra kovalens kotéssel kapcsolédnak
egymashoz. Ez a modositas lehet6vé teszi a fehérjék késébbi floureszcens detektalasat erre
alkalmas eszkozzel a transzferalast kovetSen. Igy, meghatdrozhatjuk az egyes membranok teljes
fehérje mennyiségét és ehhez tudjuk hasonlitani az antitesttel jelolt fehérjéket. A moddszernek
szamos elonye van a hagyomanyos housekeeping normalizacioval szemben, mint példaul a jobb
reprodukalhatésag, precizebb expresszios szint meghatarozas és nem utols6 sorban a transzferalas

nyomonkovethetGsége®'.

5.7. Apoptozis detektalasa patkanysziven fluoreszcens jeloléssel

A kamrafibrillacié szivizom sejtekre gyakorolt hatasat In Situ Cell Death Detection Kit
segitségével végeztilk el (Roche, Mannheim, Németorszag). Ez a moddszer az apoptdzis soran
bekodvetkezd DNS fragmentacion alapszik. Az igy szabadda valo 3’-OH végekhez a detektalas soran
hasznalt TdT enzim templat fiiggetlen, fluoreszcens festékkel jel6lt nukleotidokat kapcsol. Mivel az
épen maradt DNS molekulak 3’ végéhez a TdT enzim nem képes nukleotidokat kapcsolni, igy csak
azok a sejtmagok fognak jelet adni, amelyekben a programozott sejthaldl aktiv folyamatként volt
jelen. Reperfuziot koveten a szivek apexét 4% formalinos oldatban fixaltuk 48 éran keresztiil 4
°C-on. Kés6bb a formalint 70%-0s etanolra cserélve dehidrataltuk a mintakat és paraffinba agyazast

koveten 3,5 pm vastagsagi metszeteket készitettiink. Hisztokémia el6tt a metszeteket paraffin
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mentesitettiik xilénben és acetonban, majd pedig rehidrataltuk 70%-os etanolban és vizben. Ezt
kovet6en a mintakat 12 perc Na-citrat pufferben (10 mM, pH 6) forralva feltartuk.

Miutan lehiilt a puffer a metszeteket 2x5 percen at PBS-ben mostuk, majd pedig 37 °C-on 1
6ran 4t inkubaltuk a TdT enzim keverékkel. Ujabb moséast kovetSen DAPI (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) festékkel jeloltiik a sejtmagokat. A feleslegben maradt festéket
PBS-sel lemostuk és Moviollal rogzitett fed6lemezzel lefedtiik a metszeteket. A fluoreszcens jeleket
Axioscope.A1 mikroszkop (Zeiss, Jéna, Németorszag) és HBO100 illuminator segitségével
detektaltuk. A detektalas soran az apoptotikus sejtek a kék (DAPI) szin mellett piros szint is
emittaltak. A két hullamhosszon detektalt képeket ZEN 2012 szoftver segitségével (Zeiss, Jéna,
Németorszag) egyesitettiik és az igy megfigyelhetd bibor szint vettiik apoptotikusan pozitivnak, mig
a csak kék szinii jellel detektalhato sejtmagokat nem apoptotikusnak. Az apopt6zis mértékét ezutan

a TdT pozitiv sejtek szamanak, illetve az 6sszes sejtszam szazalékos aranyaval hataroztuk meg.

5.8. Statisztikai elemzés

A kapott adatokat a szamtani atlag + a kozépérték standard hibajaval adtuk meg. Az egyes
csoportokban tortént eltérést az egy pontos ANOVA-teszttel értékeltiik, ezt kovetéen Bonferroni -
féle poszttezttel elemeztiik tovabb GraphPad Prism 5.0 szoftver (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA) segitségével. A valtozasokat akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p<0,05 volt.
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6. Eredmények

6.1. Kamrafibrillacio kialakulasa iszkémia-reperfiizion atesett egérszivekben

Osszesen 21 izolélt egérszivet vizsgaltunk a kisérlet sordn. A 25 percet kovetd globalis
iszkémian atesett egérszivek koziil nyolc sziven volt megfigyelhetd kamrafibrillacio, mig 13 sziv
esetében nem volt arrhytmia a reperfuziét kovet6en (3. dbra A). A két csoportban mért koronaria

ataramlas valtozasaban sem volt tapasztalhaté szignifikans kiilonbség (3. Abra B).
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3.4bra: A 25 perc globalis iszkémiét kovetéen kialakuld kamrafibrillaciok el6forduldsanka gyakorisaga (A) és ennek
hataséra a korondria atdramlasban bekovetkezg valtozasok (B). Nincs VF szivek n=13, VF szivek n=8, *p<0,05 Nincs

VF vs. VF

6.2. Autofagias és apoptotikus fehérjék Western blot analizise egérsziveken

Az LC3B-I expressziot tekintve (4. dbra A) nem volt jelentds kiilonbség a fibrillacion atesett
és a nem fibrillalt egérszivek kozott. Ugyanakkor az LC3B-II fehérje (3. dbra B) szignifikans
emelkedést mutatott a fibrillalt csoportban, amely az autofagoszoma képzodésének egyik
legmegfelel6bb indikatora. Tovabba a két fehérje (4. abra C) egymashoz viszonyitott aranyaban is

jelentds eltérés mutatkozott a fibrillalt csoport esetében.
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4. dbra: Az iszkémia-reperfuzi6-indukalta kamraifirbillacion atesett

szivekben megfigyelhet6 LC3B expresszi6 valtozasa a nem fibrillalt szivekhez viszonyitva. (n=4 csoportonként,

*p<0,05 Nincs VF vs. VF)

Az autofagoszéma képzddésben szintén fontos szerepet jatszo, ubiquitin szerli konjugacids
rendszer expresszidjanak altalunk vizsgalt fehérjéi a Atg5, Atgl2 és Atg7 (5. abra). Az Atg5 és
Atg12 fehérje kovalens kot6dését az Atg7 révén jon létre, majd ezutan Atg5-12 komplexként vesz
részt a fagoszoma formdciéjaban. A Western blot vizsgalatokat kovet6en nem tapasztaltunk jelentds

emelkedést a vizsgalt Atg fehérjék expresszidjaban a fibrillacion atesett szivek esetében a kontroll

csoporthoz viszonyitva.
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5. dbra: Az iszkémia-reperfizié éltal el6idézett kamrafibrillacié hatésa az autofagiaban szerepet jatsz6 Atg fehérjék

expresszidjara. (n=4 csoportonként, *p<0,05 Nincs VF vs. VF)

Az autofagia szabalyozasaban szerepet jatszo fehérje a Beclin-1 és a Bcl-2 expressziojat is
vizsgaltuk. A Bcl-2 expresszidjaban-amely a Beclin-1 szabalyozasat végzi-nem tapasztaltunk
eltérést a fibrillalt és nem fibrilldlt csoport kozott. Ugyanakkor a Beclin-1 kifejez6dése
szignifikansan noétt a kamrafibrillacién atesett szivekben (6. dbra).
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6.4bra: a Beclin-1 és Bcl-2 fehérje szintjeinek valtozasa egérszivekben I/R okozta kamrafibrillaciot kovetGen. (n=4

csoportonként, *p<0,05 Nincs VF vs. VF)
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6.3. A kamrafibrillacio hatasa a balkamra funkciokra patkanymodelllen

Elektromos stimulalas altal kivaltott és kiillonb6zé hosszusagu fibrillacio el6tt és utan
folyamatosan regisztraltuk a szivfunkciékat a 30, 60, és 120 percben (7.4bra). Az aortadtaramlasban
(7. abra A) és a perctérfogatban (7. dbra, C) bekovetkezd valtozas mindegyik csoportban jelent6s
meértékil volt a kontroll csoporthoz viszonyitva. A szivfrekvencia (7. abra, F) és a ver6térfogatban
(7. abra, E) nem tapasztaltunk szignifikans valtozast, mint ahogy a koronaria ataramlas (7. abra, B)

szamos esetében sem. Jelentés csokkenés volt viszont megfigyelhet6 a ver6térfogat valtozasaban (7.

abra, D).
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7. abra: A szivfunkciok alakludsa kamrafibrillacié el6tt (BL) és a fibrillaciot kovetéen a 30. 60. és 120. percben. (n=6

csoportonként, *p<0.05)
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6.4. A kamrafibrillacio hatasa az infarktusos teriilet nagysagara izolalt dolgozé patkanysziven

A szivek egy csoportjan a kamrafibrillaciot és a 120 perc post-fibrillacids perfuziét kvetGen
TTC festést alkalmaztunk, meghatarozand6 a kamrai fibrillacio altal kivaltotta iszkémias karosodas
mértékét (8. abra). Mint ahogyan az a 7. abran lathaté nem volt tapasztalhat6 szignifikans valtozas
az elhalt teriiletek nagysagaban az 1 és 3 perc id6tartamd kamrafibillacié esetén a kontrollhoz
viszonyitva. Mindazonaltal a 10 perces fibrillacion atesett szivek elhalt teriileteinek nagysagat,

mintegy tizszeresen megnovelték a kontroll csoporthoz viszonyitva.

Infarktusos teriilet

30,
20+
=]
s D Kontroll
10- E 1 min VF
E 3 min VF
mII 10 min VF
0 =

8. dbra: a fibrillacié id6tartamanak novekedésével az infarktusos teriilet nagysaga is névekszik.
n=4, ***p<0.001

6.5. Apoptozis mértéke a kamrafibrillaciéo hatasara

A kontroll szivekhez viszonyitva az 1 perc VF csoportban a hasitott kaszpaz 3 expresszio
koriilbeliil 1,5x volt és csaknem duplaja a 3 perces csoportban (9. dbra). 10 perces kamrafibillaciot
kovetéen ugyanakkor mar nem volt jelentds kiilonbség a kaszpaz-3 expresszioban a kontrollhoz 1
és 3 perc VF-nek kitett szivekben. Ugyanebben a két csoportban a fokozott kaszpaz aktivitas mellett
a TUNEL pozitiv sejtmagok szama is jelentGsen emelkedett volt. A legintenzivebb TUNEL

pozitivitas a 3 perc VF csoportban volt megfigyelhetd.
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6.6. A kamrafibrillacio hatasa az autofagias folyamatokra
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9. dbra: Elektromos stimulussal kivaltott kamrafibrillaci6 hatasara bekdvetkezd valtozas a szivizomsejtekben

megfigyelhet6 apoptotikus aktivitasra. (n=8 csoportonként, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

A 10. abran lathaté p62 fehérje expresszidjanak folyamatos csokenése figyelhet6 meg a
fibrillaltatott csoportokban. A 10 perc VF csoportban az expresszié mar csupan 2/3-a a kontrollnak.
Ezzel szemben a p-mTOR/mTOR ardny valtozasanal novekedés figyelhet6 meg a fibrillacio
id6tartamanak novekedésével aranyosan. Az LC3BII/LC3BI arany valtozasaban csokken6
tendencia figyelhet6 meg, de jelentds kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva nem volt tapasztalhato.
Az ATG5-12 komplex expresszidjat vizsgalva pedig a 3 perc VF csoportban volt tapasztalhato a

legmagasabb expresszios szint a kontrollhoz viszonyitva.
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10. &bra: Elektromosan indukalt fibrillaci6 hatdsa az autofagiaban szerepet jatszo fehérjék expresszidjaban. (n=6

csoportonként, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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7. Megbeszélés

A makroautofagia molekularis mechanizmusa finoman szabalyozott és rendkiviil bonyolult
molekuléris folyamatok 06sszességébdl tevédik oOssze. Ezeket a folyamatokat legjobban és
legegyszeriibben egysejti gombaban (Saccharomyces cerevisiae) illetve egyszeri{ibb felépitésii
szovetes allatokban (Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster) tanulmanyoztak. Mivel az
autofagia egy 6si, evolticidsan igen konzervalt folyamat, igy az alacsonyabb rendiieknél megfigyelt
mechanizmusok hasonloképpen jelen vannak magasabb rendii él6lényekben is, példaul gerinces
eml6sokben. A kutatasaink soran vizsgalt fehérjék tobbségét is gombakbdl izolaltdk el6szor, éppen
ezért lehetséges ezek expresszios szintjébol kovetkeztetéseket levonni.

Kiilénb6z6 tipusu arrhythmidk kialakulhatnak iszkémia-reperftizio és genetikai mutaciok

kovetkezményeként is®>%

. Manapsag igen nagy figyelmet forditanak a miokardialis ischaemia
szovodményei irant, féleg a szupraventrikularis és kamrai arrhythmidk jellemzésére és
remodellingre. A miokardialis iszkémia utdn bekovetkezd reperftizio befolyasolja szamos gén
expressziojat, hatassal van az ioncsatornak allapotara, a miokardialis funkciokra és a sziv
arrhythmogenezisére is®*. A szivizomzat elektrofiziologidja és arrhythmogenezise (beleértve a
kamrai arrhythmidkat) viszonylag jol ismert, azonban jelenleg kevés informdacio all
rendelkezésiinkre az arrhythmia és autofagia kozotti kapcsolatrol’®”. Az autofdgia arrhythmidk
kialakulasaban bet6ltott szerepe nehezen megitélhetd, hiszen figyelembe kell venni a sziv
ritmuszavaraival 6sszefiiggésbe hozhaté tényezdket, tigy mint a miokardialis iszkémia-reperftizio és
genetikai mutaciok, valamint a felhalmoz6d6 karos fehérje aggregatumok. A homeosztazis
felborulasanak és igy az arrhythmiak kialakulasanak is egyik f6 el6idézdje a sejtben oxidativ stressz
hatdsdra kialakul6 sériilt fehérje aggregatumok®. FEzen aggregatumok felhalmozddasa az
intracellularis térben az érintett sejt eloregedéséhez vezethet, gyulladast idézhet el6 és noveli a sejt
fogékonysagat tovabbi megbetegedésekre®. A Kkardiovaszkuldris rendszer sejtjei Kkiilondsen
érzékenyek ezen intracellularis fehérje tormelékek jelenlétére, melynek kovetkezményeként
kiilonboz6 szivbetegségek és arrhythmidk alakulhatnak ki®.

Tanulmanyunkban vizsgaltuk az izolalt egérsziveken vizsgélta az iszkémia-reperfizio
indukalta kamrai arrhtymia soran az autofagiaban bekovetkezd valtozasokat. Kisérleteink soran az
autofagiaban szerepet jatsz6 biomarkerek expresszidjat (LC3B, Atg-5, Atg-7, Atg-12, Bcl-2, és
Beclin-1) vizsgaltuk egérszivekben, amelyekben spontan alakult ki I/R-t kdvet6en kamrai
arrhytmia®. Modelliinkben emelkedett Beclin-1 expresszi6 volt megfigyelhet6 a reperfizi6 utan a
fibrillalt szivekben, Osszehasonlitva a fibrillaciébn 4t nem esett szivekkel. A Beclin-1 alapvet6

fehérje az autofagia indukci6jaban® és mintegy platform fehérjeként funkciondl az Atg fehérjéknek
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és a Ill-as osztalyba tartozé PI3K-nak, amelyek egyiittesen inicialjak a makroautofagiat®®'. Ez a
folyamat fiziologias koriilmények kozott az mTOR altal represszalva van, igy a tdpanyag megvonas
és rapamycin kezelés altali mTOR represszio el6segiti az autofagias valasz kialakulasat és bizonyos
kortilmények  kozott kozrejatszhat, adott szovet homeosztazisanak helyreallitasaban®.
Mindazonaltal fontos megjegyezni, hogy ha a szévet elég hosszan intenziv stressznek van kitéve, az
autofagia okozta sejthalal fokozddhat®™**. Az altalunk tapasztalt megnévekedett Beclin-1 expresszio
valéban egy fokozott autofadgiat jelent a fibrillalt csoportban, ugyanakkor nem zéarhaté ki az
autofagia el6forduldsa a nem fibrillalt csoportban sem, hiszen a miokardialis iszkémia patolégias
elvaltozasokat idéz el6 a szivszovetben, amely ©nmagaban kivaltdé oka az autofagianak.

Eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy fibrillaci6 sordn az erdsebb Beclin-1
expresszio intenzivebb autofagiat jelez. Tovabba a Beclin-1 a kaszpaz-3 -7 és 8 fehérjékkel egyiitt
az apoptozis és autofagia kozotti kolcsonhatasokért is felelGs* és a Bcl-2 fehérje is befolyassal bir
az apoptozis és autofagia szévetbeni alakulasara. A Beclin-1 a Bcl-2 fehérjével kdlcsonhatva gatolja
az autofagiat és negativ regulatora az apoptoézisnak is, ennek eredményeképp pedig a gyulladasos
jelenségeket promotalja®. A kardiovaszkuléris és egyéb szovetekben az életkor elGrehaladtival az
apoptozis és az autofdgia szintje csokken, amely a gyulladasos jelenségekkel és az NF-kB
aktivacioval egyiitt szovetkarosodast, fizikai degradaciot és tumorgenezist eredményezhet™. A fent
emlitett folyamatok az dregedés kovetkeztében, hosszi id6n keresztiil fokozatosan megnovekedett
Bcl-2 expresszidval jarhatnak egyiitt; azonban a Bcl-2 szintje nem valtozhat lényegesen az akut
szovetkarosodas, példaul az I/R sériilés hatasara. Eredményeink ezzel 6sszhangban vannak, ugyanis
kisérleteink soran nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a Bcl-2 expresszidban a fibrillalt
szovetekben, szemben a nem fibrillalt szivb6l szarmazo6 szivizommal.

Az LC3B fehérje az autofagoszoma membran novekedésben t6lt be kulcsfontossagu
szerepet. A membran képz6désének kezdetét6l, annak mindkét oldalara beépiil és az érést kovetden
egészen a fagolizoszoma komplex kialakulasig jelen van. Az LC3BI izoforma az Atg7 és Atg3
fehérje révén egy foszfatidil-etanolamin (PE) csoport hozzdkapcsolasaval alakul LC3BII-vé, mely
aztan a membranba beépiil. A lizoszomaban talalhato enzimek hatasara az LC3BII-r6l a PE csoport
eltavolitasra keriil és ismételten L.C3BI-é alakul, ezéltal tjbol felhasznalhatéva valik tovabbi
fagoszomék felépitésében. Eppen ezért az LC3BII j6 indikétora azt az autofégias folyamatoknak a
legkiilonfélébb szovetek sejtjeiben. Elképzeléseinket, miszerint az autofagia emelkedett aktivitasa
figyelhet6 meg a fibrillalt szivszovetben, az LC3BII/LC3BI aranyt és az LC3BII szintet vizsgalva is
ald tudtuk tdmasztani, mivel mindkét esetben szignifikdns novekedést tapasztaltunk és ez a
makroautofagia novekedését jelenti®®. Ezt korabbi kutatdsok is aldtdmasztjdk, hiszen Chen és

munkatarsai a pitvarfibrillacié jelenlétében vagy hianyaban, mitralis és trikuszpidalis billentyiik
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regurgitacioban LC3B pozitiv pitvari myocitdk szdmanak emelkedését tapasztaltdk™. Ezzel
szemben Garcia és munkatarsai csokkent autofagias aktivitast tapasztaltak posztoperativ paciensek
esetén pitvari fibrillaci6 soran, csokkent LC3B expresszids szint mellett’®. Azonban megjegyzendd,
hogy kisérleteink sordn I/R indukéalta kamrai fibrillaciét vizsgaltunk allatmodellen, amely jelentds
meértékben kiilonbozik a pitvari fibrillaciotol.

Frdekes médon nem volt megfigyelhetd szignifikdns eltérés a fibrillalt szivek esetén az
Atg7, Atg5 és Atg5-12 fehérjekomplex expresszidjaban. Az Atg5 és Atgl2 fehérjék kovalens
kapcsolodasat az Atg7 enzim katalizdlja, igy vesznek részt a autofagoszéma membran
képz6désében”'®. Az Atg7 expresszidja ugyan emelkedett, de nem szignifikins mértékben,
Osszehasonlitva a kamrafibrillaciét elszenvedett szivekkel. Az Atg5-12 komplex szintje
hasonl6képpen alakult és megjegyzendd, hogy az Atg5-12 komplex 6nmagdaban is felgyorsithatja az
LC3B fehérje expressziojat'®.

Mindezen eredményeket egyiittvéve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a szivszovet I/R
indukalta kamrai arrhythmidra valaszul, emelkedett autofagidval reagal azon szivekhez képest,
melyekben nem alakult ki I/R-t kévetéen arrhythmia. Azonban néhdny ok-okazati 0sszefliggés,
ugymint az autofdgia kozremiikodik-e a kamrafibrillaci6 kialakuldsdban vagy éppen a
kamrafibrillaci6 indukalja-e az autofagiat; illetve hogy az arra hajlamos szivekben kamrafibrillacio
alakul ki, tekintet nélkiil az autofagias aktivitasra és ezen szivek emiatt képtelenek fentartani az
autofagia megfeleld szintjét tovabbra is megvalaszolatlanul maradt.

Eppen ezért kutatécsoportunk tovéabbi vizsgilatokkal tett eréfeszitéseket ezen kérdések
megvalaszolasara. Kisérleteink soran elektromos stimulussal generaltunk kiilonb6z6 idétartamu
kamrafibrillaciot, izolalt dolgozé patkanysziveken és vizsgaltuk a kamrai arrhythmia
szivfunkciokra, autofagias markerekre, illetve az apoptézisra gyakorolt hatasat.

Az elektromos ingerek 4ltal kivaltott kamrai fibrillaci6 id6tartama hozzajarult a
szivfunkciok depresszidjahoz, beleértve az aorta kiaramlast, a koszortér ataramlast, a ver6térfogat
valtozasat és novelte az elhalt szivteriiletek nagysagat is. 10 perc id6tartamt kamrafibrillacié mar
tizszeresére novelte az elhalt teriiletek nagysagat az arrhythmian at nem esett csoporthoz képest,

amely az oxidativ stressznek is készonhet5'*

. Az ismert mechanizmusok, amelyek az infarktusos
terlilet nagysaganak ilyen mértékli novekedését el6idézik és fokozzak, megfigyelhet6k az
arrhythmogenezis és a szivfunkciék miikodési zavara soran is'®'®, Azonban érdekes médon a
szivszovetben megfigyelhet6 legnagyobb apoptotikus aktivitds (TUNEL pozitiv sejtek és hasitott
kaszpaz-3 expresszi0) a 3 perc id6tartamu csoportban volt megfigyelhet6, nem pedig a 10 perces

csoportban.
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Az autofagia szabalyozasaban, a sejtciklus és novekedésben kézponti szerepet jatszé mTOR
fehérje komplex (mammalian target of rapamycin) negativ hatassal van az autofagiara. Amennyiben
elegendd tapanyag és novekedési faktor van jelen, akkor blokkolja az Atgl fehérjét, igy az
autofagoszoma inicializaciéja nem lehetséges. Az I. osztalyba tartozo foszfatidil-inozitol-3 kinaz és
az AMP-aktivalt kinaz érzékelik a sejt energiaellatottsagat. Amennyiben tapanyagszegény allapot
1ép fel, foszforilacié altal blokkoljak az mTOR komplexet, ezzel lehet6vé téve az autofagia és mas
citoprotektiv folyamatok elinditdsat. Az mTOR expresszi6jat vizsgalva névekvé p-mTOR/mTOR
arany figyelhet6 meg a kamrafibrillacié id6tartamanak novekedésével egyiitt, amely emelkedett
autofagiat jelent. Ismeretes, hogy az oxidativ stressz sériilést okozhat a genomba, igy magasabb
mTOR aktivitast eredményezve a sejtciklus leall és az eloregedett fenotipus jegyeit mutatd sejt
gyulladdsos reakcidkat valthat ki, ami fizikai degraddciot eredményez®. Ezen folyamatok
patofiziol6gidjat a szivritmuszavarok elGsegitik és a szovetek az autofdgia indukaldsaval
ellenstilyozzak azt>. Ezen megfigyeléseinket a p62 fehérje szintjének csokkenése is aldtamasztja,
mivel ez a fehérje teszi lehet6vé a sériilt sejtkomponensek jel6lését és mihamarabbi degradaciojat

az autofagia révén'®

. A p62 fehérje felhalmozédasa a sejtben az autofagias folyamatok csokkenését
jelentené, tehat a kamrafibrillacié soran fokozodhat az autofagias aktivitas.

Az autofagias markereket tekintve azonban érdekes jelenség figyelhet6 meg, ugyanis az
LC3BII/LC3BI aranyt vizsgalva fokozatos cstkkenést tapasztaltunk a kontroll csoporthoz képest a
fibrillaltatott szivek esetében, azonban ez a tendencia nem volt szignifikans mértékii. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a kamrafibrillacié indukaldsa szupresszalja a fagoszoma formaciojat. Ez
valaszul szolgalhat a korabban feltett kérdésiinkre, miszerint az autofagia kdzremiikddik-e a
kamrafibrillaci6 kialakuldsaban vagy éppen a kamrafibrillaci6 indukalja-e az autofagiat. A
modelliinkben megfigyelhetd Atg5-12 komplex expressziojanak valtozédsa is arra enged
kovetkztetni, hogy a szivben a fibrillaci6 soran végbemend folyamatok hatdsara az autofagia
aktivitasa ingadozik. Ezen eredményeket Osszegezve valdsziniisithetd, hogy a miokardiumban
arrhythmia hatasara emelked6 autofagia — 1évén, hogy aktiv folyamat — energiahiany miatt lelassul
és protektiv szerepe nélkiil a sejt nekrézisos pusztulasa torténik, gyulladast idézve el a
szivszovetben.

Kisérleteinkkel szamos olyan tényez6t tartunk fel a szivszovet fibrillaciora adott
valaszreakciojat nézve, amely rendkiviil hasznos lehet az arrhythmogenezis megértésében és

betekintést nyujtottak az autofagiaval kapcsolatos patofiziol6giaba.
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Osszességében tehat eredményeink alapjan megéllapithatjuk:

L.

II.

III.

IV.

Az iszkémia-reperfizi6 és az utdna esetlegesen kialakul6 kamrafibrillacié a
szivizomszovetben az autofagias folyamatok fokozodasat eredményezi.

Arrhythmia sordn ez a fokozott autofagids folyamat protektiv szerepet tolt be a
szivszovetben, enyhiti az oxidativ stressz okozta karosodasokat és eliminalja a keletkezett
toxikus anyagokat a szivizomsejtekbdl.

Az autofagia kardioprotektiv szerepét azonban jelent6sen korlatozza a kamrafibrillacié miatt
kialakulé energiahidny, amelyet a helyredlld oxigén- és tdpanyagellatds sem képes
ellensulyozni.

Mindezen folyamatok egyiittesen a szivszévet apopt6zisat majd nekrozisat idézik eld, amely
az arrhytmia id6tartamanak névekedésével egyiitt eszkalalodik.

41



9. Osszefoglalas

A kardiovaszkularis megbetegedések miatti haldlozasi arany a statisztikak szerint a vilagon
mindeniitt a vezetd haldl okok kozé sorolhatéak, bar a prevencionak és az egyre hatdsosabb
terapidknak hala, javulé tendencia figyelhet6 meg. Tovabbra is sziikséges azonban a jév6beni
terapias lehet6ségek optimalizalasa és hatadsossaganak fokozasanak érdekében az alapkutatds soran
foglakozni a sziv- és érrendszeri betegségek molekularis hatterével, melyek koziil az iszkémia-
reperflizi6 indukalta kamrai fibrillacié az egyik legstlyosabb kovetkezmény.

Iszkémia alatt a megvaltozott metabolikus aktivitds hatadsara a fokozott autofagia segit a
miocitdk energiasziikségletének kielégitésében, azonban reperfizié alatt a tovabbra is magas
aktivitasa mar inkabb karosan hat a szivre. Az I/R hatasara kialakulo fibrillaci6 ezt még csak tovabb
fokozza, hiszen a tdpanyag deplécié miatt a sejtek tovabbra is autofagia révén prébalnak tobblet
energidhoz jutni. Ez a folyamat aztan autofagia-indukalta apoptézist eredményez, legvégiil pedig
nekr6zishoz vezethet, ha a normal szivritmus nem all helyre idében.

Jelenleg nem all rendelkezésiinkre olyan lehet6ség, amely az autofagia szivszévetbeni
szabalyozasat biztositana I/R soran. A prevencio és a prekondicié azonban nagyban hozzajarulhat az
esetlegesen bekdvetkezd szivinkfarktus soran az arrhythmiak elkeriiléséhez nagyban novelve ezzel
a tulélést.

10. Summary

The cardiovascular diseases are still among the highest risk factors of mortality rates all over
the world, although because of the prevention and the more effective therapies the tendency is
improving. However to optimize and enhance therapies we need to do more investigations for the
better understanding of the molecular background and mechanisms of the cardiovascular diseases.

One of the most harmful phenomenon is the ischaemia-reperfusion induced ventricular
fibrillattion. During ischaemia the metabolic pathways are altered and to maintain the energy level
in the heart tissues an elevated autophagy activity can be observed. Under reperfusion this elevated
activity could be deleterious and the ventricular fibrillation could enhance this activity because of
the energy depletion. These circumstances driven to autophagy-induced apoptosis and necrosis if
the normal heart rhythm isn’t recovered.

Currently we don’t have opportunity to alter the autophagy activity in the heart during
ischaemia-reperfusion. The only way is the prevention and the preconditioning to prevent this

deteriorative phenomenon.
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