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BEVEZETES

Szivelégtelenség

A szivelégtelenség szamos szivbetegség kovetkezménye lehet, amelyek strukturalisan
vagy funkcionalisan karositjak a bal kamrat abban, hogy megfeleléen telédjon és Uriljon.
A tarsadalom eléregedése és az a tény, hogy a szivbetegek manapsag tovabb élnek a
modern terapias beavatkozasoknak kdszénhetéen, hozzajarult a szivelégtelenség
incidenciajanak a ndvekedéséhez. Az American Heart Association (AHA) 2013-as
beszamoloja szerint koérilbellil 23 millié6 ember szenvedett szivelégtelenségben
vilagszerte. A kongesztiv szivelégtelenség az egyik leggyakoribb oka a korhazba
keriilésnek az Egyesiilt Allamokban és a legtébb nyugat Eurdpai orszagban. Annak
ellenére, hogy a kezelési lehetbéségek javultak, a szivelégtelenség mortalitisa még
mindig nagyon magas, ezeéert tovabbra is komoly szikség van ujabb terapias
beavatkozasok kifejlesztésére.

A szivizom karosodasa vagy tultelédése csokkenti a szivizom hatékonysagat, és
szivelégtelenséghez vezethet, tobbek kdzott a kdvetkezd betegségekben: szivinfarktus
€s egyéb iszkémias szivbetegségek, magas vérnyomas, Dbillentylbetegségek,
kardiomiopatia, miokarditis és amiloidozis. Bar kilonb6z6 oka van ezeknek a
betegségeknek, a lezajlé molekularis, biokémiai és cellularis események egylttesen
megvaltoztatjdk a szivizom alakjat, és szivelégtelenséghez vezetnek. A tézisben
nyomas-tulterhelés okozta szivelégtelenség modellt hasznaltunk, amelyik a magas
vérnyomasnak és bizonyos billentylibetegségek, mint példaul az aorta billentyi
sztendzisanak hatasat utdnozza. A magas vérnyomas a szivelégtelenség egyik
legfontosabb rizikofaktora, mivel az esetek korllbelil 75%-aban megelézi a
szivelégtelenséget. A magas vérnyomdas és az aorta billentyl sztendzis legfontosabb
kévetkezménye a sziv megndvekedett munkaja, ami magasabb bal karma nyomashoz
vezet. Kezdetben a bal karma hipertrofiaval kompenzal, igy prébalva fenntartani a
megfeleld nyomast. Bar a rdvidtavu hipertréfia lehet adaptiv, mivel normalizalja a
falfeszilést és az oxigén szikségletet, hosszu tavon a hipertrofia karos. A
kompenzaciés mechanizmusok idével mar nem tudjak névelni a perctérfogatot, és
szivelégtelenségbe torkolnak. Késébb pedig a bal karma kitagul, a fala elvékonyodik, és
a szisztolés funkcio csokken.

Ezen a ponton a betegek a kdvetkezd sulyos tlnetekkel jelentkeznek: terhelésre és

lefekvéskor fellépd légzési nehézség, faradtsag, gyenkeség, labodéma, rapid vagy



irregularis szivdobogas, csokkent terhelhetéség, eluzédd kohogés vagy zihalas fehér
vagy rozsaszinl véres valadékkal, aszcitesz, hirtelen sulyemelkedés a folyadék
visszatartas miatt, étvagytalansag, émelygés, csokkent koncentracidos készség vagy
éberség, és végul halal.

Egyenlére még nem teljesen vildgos, hogy az adaptiv hipertréfia hogyan alakul at
maladaptiv szivelégtelenséggé, ezért ennek a mechanizmusat vizsgaltuk a kisérleteink
soran. A csokkent kardialis funkciohoz vezet6 folyamatok feltérképezése hozzasegithet
olyan terapias beavatkozasok kifejlesztéséhez, amelyek megel6zhetévé teszik a halalt

szivelégtelen betegekben.

Sziv remodellacié

Egy kulcsfontossagu 1épés a szivelégtelenség kialakulasa soran a bal kamra
plaszticitasat jelképezd patologias remodellacio. A sziv remodellacid molekularis,
cellularis és intersticialis valtozasok jellemzik, amelyek megvaltoztatjak a sziv méretét,
alakjat és funkciojat egy-egy karositd stressz stimulus kdvetkeztében. Bar a bal kamra
remodellacio folyamataban a szivizomsejt ndvekedése és halala jatssza a legfébb
szerepet, mas sejtek is hozzajarulnak a folyamathoz, mint példaul a fibroblasztok
(kotészovet felhalmozodasat okozva), a vaszkularis simaizomsejtek (ndvelve az erek
merevségét), a vaszkularis endotél sejtek (endotél diszfunkciét okozva) és a
fehérvérsejtek (elésegitve a gyulladast).

Szivizom hipertréfia a remodellacié egyik gyakori formaja, amelyik a sziv tulterheltsége
esetén jelentkezik. Mivel a terminalisan differencialt szivizomsejtek nem tudnak
hatékonyan ujra belépni a sejtciklusba, nyomas-tulterhelésre sejt megnagyobbodassal
valaszolnak, ami végul a kamrafal vastagodasahoz és merevségeéhez vezet. Ez a
hipertréfias valasz kezdetben kompenzalni prébal a perctérfogat fenntartasa érdekében.
De ahogy a kompenzalt hipertrofia fokozatosan dilatalt szivelégtelenséggé alakul, a
szivizomsejtek tovabb nyulnak, a kamra kitagul, és csokken a szisztolés és diasztolés
funkcio. Nem megfeleld angiogenezis miatt kialakuld6 mikroiszkémia szintén hozzajarul a
hipertréfiahoz és a dekompenzacidhoz; ezzel ellentétben a betegség lassulasat figyelték
meg akkor ha az angiogenezist ndvelték.

A szivizomsejtek apoptotikus elhalasa képes névelni a hemodinamikai stresszt, a kamra
tagulasat és a kamra fal elvékonyodasat okozva, ezért az apoptoézis feltételezhetéen
fontos szerepet jatszik a bal kamra hipertréfia szivelégtelenségbe to6rténd

sulyosbodasaban. Az utébbi években egyre tobb allat- és emberkisérlet eredménye utal



arra, hogy a programozott sejthalal kulcsfontossaglu a “kompenzalt® hipertréfiatol
szivelégtelenséghez vezetd uton. Szivelégtelenség miatt szivatiltetésen atesett betegek
szOvetmintaiban tdbb, mint 200-szorosara nétt az apoptozis. A tézisunk kisérleteiben
arra kerestiuk a valaszt, hogy az apoptézis valéban egy kritikus patofiziologiai
mozgatorugodja-e a hipertréfidhoz és dekompenzaciohoz vezetd folyamatoknak.

A szivizomsejtek els6sorban kollagénbdl allo kotészovettel vannak rogzitve, amely
stabilizalja a szivizomsejteket a megfelel6 haromdimenzios szerkezetben. A kollagént az
fibroblasztok termelik, és a kollagenazok, mint példaul a matrix metalloproteinazok
(MMP) bontjak le. Egy-egy sérulés utan a neurohumoralis valtozasok és a citokinek
kollagén szintézist inditanak be, ami végll fibrézishoz és az extracellularis matrix
A szivremodellacié egy adaptiv és egy maladaptiv folyamat is egyben. Eleinte, az
adaptiv fazis soran a sziv képes fenntartani a funkciojat nyomas-tulterhelésre adott
valaszként. Ezzel szemben, a progressziv remodellaciéo kimondottan karos és negativ
hatassal van a prognézisra. Ezért rendkivil fontos megkllénboztetni a jelatviteli
folyamatokat, amelyek a kezdeti, kompenzalt hipertréfias fazisért felelések azoktdl,
amelyek a dekompenzaciot, kamra tagulast és remodellaciot segitik el6. Mivel a bal
kamra remodellaciéo még hosszu idével az eredeti kardialis esemény utan is hozzajarul a
funkciéromlashoz, a kompenzaltbdl a dekompenzalt fazisba térténé atmenet egy vonzo

terapias célpont a kutatok szamara.

Szivizomsejt apoptézis

A kutatasi eredmények szerint a szivizomsejtek progressziv elhalasa fontos szerepet
jatszik a hipertréfias bal kamra funkcioromlasaban és a szivelégtelenség kialakulasaban.
A sejthalal bekdvetkezhet nekrozis altal, ami egy kontroll nélkuli, destruktiv folyamat,
vagy pedig a szorosan szabalyozott, programozott apoptédzis altal. Az apoptozis egy
komplex, energiafliggé jelatviteli kaszkad eredménye, amely végul a sejtek szabalyozott
halaldhoz vezet. Ennek megfeleléen az apoptédzis elengedhetetlenil fontos bizonyos
fiziologias folyamatokhoz, mint példaul a normalis sejtszam egyensulyanak
fenntartasahoz, embrionalis fejlédéshez és az immunrendszer mikédéséhez. Azonban
szamos betegség kialakulhat, ha az apoptdzis egyensulya megbomlik, vagyis tul kevés
vagy tul sok az apoptdzis, mint példaul neurodegenerativ betegségek, iszkémias

szOvetkarosodas, vagy autoimmun és rakos betegsegek.



Az apoptozison atmend sejtek sztereotipikus morfolégiai valtozasokon mennek
keresztll: sejtek O6sszehuzddasa és alakjanak eltorzulasa, a sejt-sejt kapcsolatok
elvesztése, a kromatin kicsapddasa, a plazmamembran kidudorodasa, és a sejtek
apoptotikus testekké torténd felszakadasa. Ezeket a morfoldgiai valtozasokat tipikus
molekularis és biokémiai események el6zik meg, legf6képpen a kaszpaznak nevezett
proteolitikus enzimek aktivalédasa. A kaszpazok felvagjak a DNS-t és azokat a
fehérjéket, amelyek a sejt alakjaért és integritasaért felelések. Végul a makrofagok
bekebelezik és eltavolitjak az apoptotikus testeket, anélkul, hogy gyulladast valtananak
ki.

Mivel a szivizomsejtek felelések a sziv dsszehuzdédasaért, de nem képesek szaporodni,
a tulélésuk anndl inkabb kritikus. Mas szavakkal, ha egy szivizomsejt elhal, nem lehet
helyettesiteni. Eppen azért, mert az apoptdzis olyan szorosan szabalyozott folyamat, az
apoptotikus jelatviteli utak manipulalasa rendkivili terapias lehetéségeket hordoz
magaban. Ahogy emlitettik, a kompenzalt hipertréfiabdl szivelégtelenségbe torténé
atmenet egyik kulcsfontossagu modulatora az apoptozis, ezért az apoptotikus sejthalal
gatlasa potenciadlisan megelézheti a szivizom veszteséget szivelégtelen betegekben.
Jelen kisérleteinkben az apoptézis szivelégtelenség kialakulasaban jatszott szerepét

vizsgaltuk.

Mdm4-p53-Puma jelatviteli ut

p53, a genom védbéangyala: A tumor szuppresszor, p53-t a genom védéangyalanak is
hiviak, mivel képes meghatarozni egy sejt sorsat DNS karosodas esetén. A p53 f6
szerepe, hogy eltavolitsa a karosodott sejteket abban az esetben, ha mar semi mas nem
segit. Normalis koérllmeények kozott a p53 szintje alacsony, de a sejtet éré stressz
esetén, f6leg DNS karosodasra, aktivalodik, ledllitia a sejtndvekedést, és beinditja a
DNS javitdé mechanizmusokat. Sulyos sejtkarosodas esetén azonban a p53 apoptdzist
indukal. Ezen keresztll a p53 megakadalyozza, hogy az abnormalis DNS-sel rendelkezé
sejtek tovabb szaporodjanak, vagy a sejtciklus gatlasan és DNS javitason keresztll,
vagy pedig az apoptdzison keresztil. Mivel a p53 el6segiti az apoptozist, és az
apoptozis hozzajarul a szivelégtelenség kialakulasahoz, a p53 szivelégtelenségben
jatszott szerepét mar régota vizsgaltak. Ujabb kutatasi eredmények szerint a p53
jelatviteli utvonal szerepet jatszhat a sziv remodellacidoban, példaul nyomas-tulterhelés

hatasara. A p53 megndvekedett szintie szikségesnek tint a hipertréfiabol



szivelégtelenségbe torténd atmenethez, és a p53 kiltése megelézte a nyomas-
tulterhelés okozta kardiomiopatiat.

Puma és p53: A p53 egy tumor szuppresszor protein, amelyik proapoptotikus és
antiproliferativ.  hatassal rendelkezik; mindezt nagyszdmu gén transzkripcios
aktivalasaval éri el, beleértve a proapoptotikus Puma (p53 upregulated modulator of
apoptosis) proteint is. Amig a p53 sokféle sejtfolyamat szabalyozasaban vesz részt, a
Puma a Bcl-2 fehérjék csaladjaba tartozé proapoptotikus molekula. A Bcl-2 fehérjék
szabalyozzak a mitokondridlis kils6 membrane permeabilizaciojat, és ezaltal lehetnek
proapoptotikusak vagy antiapoptotikusak. A Bcl-2 csalad tagjainak legalabb egy BH (Bcl-
2 homology) doménjik van a 4 lehetséges kézul (BH1, BH2, BH3, and BH4). A BH
doménok alapveté fontossaguak a Bcl-2 fehérjék funkcionalis integritasahoz, mivel a
kiitésik megvaltoztatia a fehérijék pro- és antiapoptotikus tulajdonsagat. Az
antiapoptototikus Bcl-2 fehérjék, mint példaul a Bcl-2 és Bcl-xL tartalmazzak mind a
négy BH domént. A proapoptotikus Bcl-2 fehériek egy része szamos BH domént
tartalmaz (példaul a Bax és Bak), amig masok csak a BH3 domént (példaul a Puma,
Bid, Bim, és Bad). Egy apoptotikus stimulus utan, a Puma hozzakétédik az
antiapoptotikus Bcl-2 vagy Bcl-xL proteinhez, ezaltal elengedve proapoptotikus Bax és
Bak fehérjéket, amelzeket gatolt. A Bax és a Bak a mitokondrialis membran
permeabilizaciojat képes el6idézni, ami citokrom-c, Smac, és AlF (apoptosis-inducing
factor) felszabadulast, a kaszpazok aktivalédasat és végul sejthalalt okoz.

A Puma, amely csak egy BH domént tartalmaz (ezért BH3-fehérjének is hivjak), egy
kulénleges Bcl-2 fehérje, mivel képes integralni és végrehajtani kildnféle eredetl
proapoptotikus stimulusokat, mint példaul a doxorubicin, hipoxia/reoxigenizacio, kinaz
gatlok, forbol észterek, citokinek, ndvekedési faktor deprivacié és a gamma besugarzas.
Aktivalédast kdvetben a Puma a tipikus mitokondrialis apoptotikus utat inditja be, sé6t a
Puma az egyik leger6sebb proapoptotikus BH3-fehérje a Bcl-2 proteinek csaladjaban.

A Puma sejten bellli szintje elsésorban a transzkripcidjan keresztll szabalyozott, és
normalis korilmények kdézott nagyon alacsony az expresszidja. Bar szamos
transzkripcios faktor befolyasolja a szintjét (p53, p73, Foxo3a és E2F1), a p53 a
leginkabb vizsgalt ezek kozul. A puma in vivo expresszidjat és apoptozist indukald
képességét sok szovetben igazoltdk mar, beleértve a hematopoetikus, neuronalis,
kardialis, intesztindlis és immun sejteket, ami szintén megerésiteni latszik azt
feltételezést, hogy a Puma univerzalis szerepet jatszhat kilonb6zé betegségek

kialakulasaban. Ezért ugy tlnik, hogy a p53-szubsztrat Puma a sejthalalt indukalo



jelatviteli utak altalanos szenzora, és a szdvetkarosodast megel6z6, potencialis
gyogyszer célpont lehet a szivben, agyban, bélrendszerben, AIDS-ben és mas
betegségekben.

Mdm4 és p53: Figyelembe véve a genom vedbangyalaként jatszott szerepét, a p53
sejten bellli koncentracidja szorosan szabalyozott, elsésorban az Mdm fehérjecsaladba
tartoz6 E3 ubikvitin ligazok, mint példaul az Mdm2 és Mdm4, altal végrehaijtott
ubikvitinacién keresztil. Mind az Mdm2 és az Mdm4 negativan befolyasoljak a p53
aktivitasat. Az Mdm4 a p53 transkripciét aktivalé doménjéhez kotédve gatolja a p53
sejtciklust leallitd és apoptézist indukald funkciojat.

Bar az Mdm fehérjék és a p53 kdzotti kapcsolatot tumorsejtekben mar régéta kutatjak,
viszonylag keveset tudunk ugyanerrdl az interakciordl a szivben. Az embrionalis fejl6dés
soran a p53 negativ szabalyozasaban elengedhetetlen és nem redundans szerepe van
az Mdm4-nak. Az mdm4 gén kiltése egerekben halva sziletést okoz, ezért nem lehet
felnétt allatokban vizsgalni az Mdm4 szerepét. Ezzel szemben az mdm4 gén
kondicionalis, szivspecifikus kilitésekor az egerekben dilatalt kardiomiopatia alakul ki,
parhuzamosan a szivizomsejtek megnovekedett apoptézisaval. Mivel ez nagyon
hasonlé a nyomas-tulterhelés soran tapasztaltakhoz, ez a kondicionalis, mdm4-deficiens
egér megfeleld genetikai modellnek tlint ahhoz, hogy a p53, Puma és Mdm4 szerepét

vizsgaljuk a patoldgias hipertrofia és a szivelégtelenség kialakulasaban.

CELKITUZESEK

Mivel a Puma a p53 proapoptotikus funkcioval rendelkezé szubsztratja, kisérleteink
soran azt a hipotézist teszteltik, hogy stressz hatasara a p53 stabilizalodik, és aktivalja
a Pumat, amely apoptdzist indukalva dilatalt kardiomiopatiahoz vezet. Ennek
megfeleléen kisérleteinkben az Mdm4-p53-Puma jelatviteli utvonalat vizsgaltuk a
kdvetkezé két in vivo modellben:
o el8szdr egy puma génkiltéses egér modellben, ahol aortaiv szlikitéssel
(transverse aortic constriction, TAC) nyomas-tulterhelést hoztunk létre;
e masodszor pedig egy kettés Puma’ és kondicionalis, szivspecifikus Mdm4™
modellben, ahol a dilatalt kardiomiopatia kifejl6dését monitoroztuk.
Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a puma gén kiutése csoOkkenti a tulzott mértéki

apoptozist szivizom karosodas esetén, és segit fenntartani a szivfunkciét. Mindez felveti



annak a lehet6ségét, hogy érdemes lehet egy Puma elleni gyogyszert fejleszteni

szivbetegségek kezelésére.

EREDMENYEK

A TAC modell
A Puma szivelégtelenségben jatszott szerepét a transzverz aorta konstrikcids
allatmodellben vizsgaltuk. A TAC a bal kamra nyomas-tulterhelését idézte eld, amelyik
hasonlit a klinikumban lathaté hipertenzié és aorta billentylszikilet kovetkezményeként
fellépé allapotra. Ebben a modellben a TAC miitét utan kordlbelil 7 nappal jelentkezett a
hipertréfia, és 4 héttel a m(itét utan pedig sziv dilatacio alakult ki a kardialis remodellacié
kovetkez6, tipikus jellemzéivel egytt:
e sziv megnagyobbodas, amelyet a szividmeg/testtomeg megndvekedett aranya
jelzett;
o kardialis diszfunkcié, amelyet a csokkent frakcionalis roévidilés jelzett
echokardiogréfia soran;
o megndvekedett szivizomsejt keresztmetszet;
o megnétt szivizom apoptdzis; és

o fokozottabb perivaszkularis és miokardialis fibrozis.

A TAC altal indukalt nyomas-talterhelés aktivalta a puma transzkripciét a szivben
Kisérleteink soran el6szor azt vizsgaltuk, hogy a puma gén aktivalédik-e a TAC altal
indukalt szivelégtelenség soran. Mivel a puma aktivitasa a transzkripcion keresztil
szabalyozott, az aktivitasa jol kdvetheté a puma messenger RNS (mRNS) szintjének
mérésével. A puma mMRNS expresszidja nem valtozott 1 hét utan, de 2,75-szérdsére nétt
4 héttel a TAC mitét utan a sham-operalt, kontroll egerekben. A puma mRNS nem volt
detektalhaté azokban a sziv mintakban, amelyekben a puma ki volt Utve.
Immunhisztoldégiaval tipikus citoplazmatikus Puma festést lattunk a TAC mtéten atesett
kontroll allatok szivében. A kontroll allatokkal ellentétben, a Puma festés kdénnyen
detektalhato volt a TAC operalt allatokban, ami arra utal, hogy a sejteket ér6 stressz
fontos szerepet jatszhat a puma expresszié indukalasaban a szivben. Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a puma szintjének novekedése a szivfunkcido csokkenésével
egyidejlileg zajlik, ami miatt felmerll annak a lehet6sége, hogy a Puma hozzajarulhat a

TAC-indukalta szivfunkcié romlashoz a kontroll allatokban.



Mivel a p53 a puma egyik kritikus regulatora, p53™ allatok segitségével vizsgaltuk azt,
hogy a puma megnoévekedett expresszidja p53 fliggé-e a TAC modellben. Bar a puma
mRNS szintje hasonlé volt a sham-operalt kontroll és a p53” egerekben, a TAC
operacié nem vezetett magasabb puma mRNS szinthez a p53” allatokban. Ez arra utal,
hogy a puma transzkripcids aktivalédasa legalabb részben a p53 altal vezérelt a sejtet

érd stressz hatasara.

A Puma™ egerek szivének vizsgalata

A tovabbiakban a Puma szerepét vizsgaltuk a szivelégtelenség kifejlédésében egy
Puma’ egérmodell segitségével. A Puma’ egerek fertilisek voltak, és heterozigétaként
kerliltek szaporitasra. A Puma™ egerek a Mendeli frekvencia szerint sziilettek, és nem
volt szignifikans kulénbség az azonos koru kontroll &llatokhoz képest kinézetben,
testtbmegben és a sziv tdmegében. A Puma’ szivek nem mutattak morfoldgiai
defektust, vagy pedig a kardiomiopatia, nekrézis, vagy kamra fibrézis jelét a szdvettani
vizsgalatokon.

Echokardiografiaval azt is megvizsgaltuk, hogy a puma gén kilitése befolyasolja-e a sziv
funkcidjat 8 hetes egerekben. Az echokardiografias eredmények szerint nem volt
szignifikans kllonbség a bal kamra végdiasztolés and végszisztolés atmérdi kozott, a
hatsé fal vastagsagaban és a frakcionalis rovidiilésben a két genotipus kozott. Mindezek
arra utalnak, hogy a Puma’ szivek szerkezete és funkciéja normalis. Néhany Puma™
egeret egy éves koron tul is kdvettlink, nekik is normalis volt a szivfunkcidjuk, ami azt
jelenti, hogy a puma gén kiltése nem volt karos meg idésebb korban sem. Mindezek
szerint a puma gén nem tlnik szikségesnek a normalis embrionalis és szlletés utani

szivfejlédéshez.

A puma gén kiiitése késlelteti a sziv funkcioromlasat TAC miitét utan

A puma gén kiltésének a hatasat a stressznek kitett szivre ugy vizsgaltuk, hogy 8 hetes
egerekben bal kamrai nyomas-tilterhelést indukaltunk a TAC mitéttel. Ezekben a
kisérletekben sham és TAC-operalt Puma’™ és hasonléd kord kontroll allatokat
hasznaltunk. Echokardiografiaval monitoroztuk a szivfunkciét a kdvetkezé idépontokban:
a TAC mitét el6tt (0. napon), a korai adaptacio fazisaban (1 hét), a kardialis
funkciéromlas kialakulasa utan (4 hét) és a betegség késéi progresszidja soran (12 hét).
Ahogy varhaté volt, a frakcionalis révidilés normalis maradt az elsé héten a kontroll

allatokban, de lecsokkent a 4. hétre, és tovabb csokkent a TAC utani 12. hétre. Ezzel



szemben a Puma™ allatokban a szivfunkcié kézel normalis maradt 1 és 4 héttel a TAC
mitét utan is, hasonléan a sham-operalt allatokéhoz. A TAC mitét utan 12 héttel
azonban ezekben az allatokban is enyhén csékkent a kardialis funkcid.

A sham-operalt egerekhez képest, szignifikans emelkedést tapasztaltunk a bal kamra
végdiasztolés and végszisztolés atmérdi kozott a kontroll allatokban, de nem a Puma™
egerekben, 4 héttel a TAC miitét utan. A TAC mitét utan 12 héttel azonban a Puma™
egerekben is hasonl6 valtozasokat figyeltink meg. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
Puma™ egerek tovabb fent tudjak tartani a normalis szivfunkciét, mint a kontroll allatok,
ha nyomas-tulterhelésnek vannak kitéve. A puma gén kiltése tehat lelassitotta, de

teliesen nem tudta megelézni a nyomas-tulterhelés okozta kardialis funkciéromlast.

A puma gén kiiitése nem elézi meg a TAC altal okozott hipertréfiat

A Puma sziv hipertréfiaban jatszott esetleges szerepének megértéséhez, a hipertréfia 3
paraméterét vizsgaltuk a TAC mitét utan: a szivtdmeg/testtdomeg aranyat, a hatsé fal
vastagsagat és a szivizomsejt keresztmetszetet. Mindharom paraméter szignifikansan
nétt a TAC muitét kdvetkeztében, mind a kontroll, mind pedig a Puma” egerekben, a
sham-operaltakhoz képest. Ugyanakkor nem talaltunk szignifikans kilénbséget a
kontroll TAC és a Puma™ TAC allatok kdzott.

Ezek az adatok arra utalnak, hogy a puma gén kilitése nem volt hatassal a TAC m{tét
altal indukalt korai, adaptiv, illetve a kés6i valtozasokra. Az eredmények azt is felvetik a
funkcionalis adatokkal egyutt, hogy a hipertréfias szivizom mar a szivelégtelenség
stadiumaban van a kontroll allatokban, de nem a Puma’ egerekben. Mivel a nyomas-
tulterhelésre adott hipertréfias valasz tovabbra is megvan a Puma’ egerekben,
valészinl, hogy a Puma funkcidja nem szikséges a hipertréfidhoz vagy pedig mas
hipertréfiat szabalyozé molekuldak kompenzaljak a hatasat. Mindenesetre, a puma gén
kiutése ugy tlnik, hogy lassitia a TAC-indukalt sziv hipertrofia maladaptiv fazisanak

kialakulasat.

A puma gén kiitése nem befolyasolja a TAC altal okozott angiogenezist

Szintén megvizsgaltuk a Puma hatasat az angiogenezisre a vaszkularis endotél
novekedési factor (VEGF) expresszid és a kapillaris denzitdas (CD-31 festés)
tesztelésével. Ezek a kisérletek nem mutattak kilénbséget a TAC-operalt kontroll és
Puma™ allatok kdzott, ezért a Puma nem valdszinl, hogy szerepet jatszik a nyomas-

tulterhelés okozta angiogenezisben.
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A puma gén kiutése gatolja a nyomas-tulterhelés okozta apoptézist

A Puma szivizomsejt apoptézisban jatszott szerepének feltarasahoz megvizsgaltuk az
apoptotikus sejtek aranyat kontroll és Puma’ egerek szivében a TAC mitét utan
(TUNEL festést hasznalva). Az apoptotikus sejtek aranya elhanyagolhat6 volt a sham-
operalt kontroll és Puma™ szivekben, és nem valtozott jelentésen 1 héttel a TAC mditét
utdn sem. Azonban 4 héttel a miatét utan szignifikans kulonbséget talaltunk az
apoptotikus sejtek szamaban a kontroll és a Puma’ egerek kozétt. A kiilénbség
korilbeliil 10-szeres volt a kontroll allatokban, ugyanakkor csak 3-4-szeres a Puma’
szivekben, a sham-operalt egerekhez képest. A TUNEL festéssel talalt eredményeket
sikerult megerésitenink a kaszpaz-3 felbomlasat detektalo szévettani festéssel is.
Kvantitativ PCR segitségével megvizsgaltuk a Bcl-2 csalad anti-apoptotikus tagjainak az
expresszidjat is, beleértve a Bcl-2-t, Bcl-xL-t és Mcl-1-t. Mivel nem talaltunk szignifikans
kilénbségeket ezeknek a fehérjéknek az expresszidjaban a kontroll allatokban 4 héttel a
TAC miitét utan, feltételelzhetd, hogy a TAC-operalt Puma™ egerekben latott alacsony
apoptotikus sejtaranyért nem az anti-apoptotikus faktorok kompenzaciés novekedése
volt a felel6s. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a puma gén kiltése, legalabb is
részben, az apoptozis gatlasan keresztll késlelteti a nyomas-tulterhelés okozta

szivelégtelenség kifejlddését.

A TAC okozta fibrézis csokkent a puma gén kilitésekor

A TAC mitét szivizomsejt veszteséget okoz, ami hosszutavon a szivizom fibrézisahoz
vezet. Kontroll és Puma™ egerek szivmintaiban Masson’s trikrém festéssel vizsgaltuk,
hogy a puma gén kiltése milyen hatassal van az intersticialis fibrézisra. Sham-operalt
egerekben normalis szévet morfoldgiat talaltunk, kollagén lerakddas nelkal.

Korabbi kdzleményekkel egyetértésben, a szivizom fibrézisa prominens volt a kontroll
allatokban 4 héttel a TAC mitét utan (tdbb szétszort fibrotikus goccal). Ezzel szemben a
Puma’ egerekben minimalis szivizom fibrézist talaltunk, alacsonyabb foku
remodellaciora utalva a TAC utan (perivaszkularis fibrézis a kdzép és nagy erek korul).
A kvantitativ analizis szerint 2-3-szoros emelkedés volt a Puma’ egerekben a sham-
operaltakhoz képest, mig 10-szeres a kontroll TAC-operalt szivekben. Az extracellularis
matrix valtozasait megnéztik még a kollagén Il és a méatrix metalloproteindz-2 és 9
expresszoéjanak segitségével. Bar ezek a markerek is emelkedtek a Puma™ egerekben a

TAC mitét utan, ez az emelkedés jéval kisebb volt, mint a kontroll allatokban. Ezek az
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eredmények arra utalnak, hogy a puma gén kiltése képes volt csdkkenteni a nyomas-
tulterhelés okozta szivizom fibrozist, amely hozzajarulhat a szivfunkcié részleges

megbrzéséhez ebben a szivelégtelenség modellben.

A puma gén kilitése késlelteti a dilatalt kardiomiopatia kialakulasat a
kondicionalis, sziv-specifikus mdm4-negativ egerekben

Az utolsé kisérletsorozatunkban egy p53-dependens kardiomiopatia modellben
vizsgaltuk a puma szivelégtelenségben jatszott esetleges szerepét. Azt analizaltuk, hogy
a puma gén kiltése késlelteti-e a dilatalt kardiomiopatia kialakulasat a kondicionalis,
sziv-specifikus Mdm4™ egerekben. Bar a kondicionalis, sziv-specifikus Mdm4™ egerek
életképesek és fertilisek, p53-dependens, spontan dilatalt kardiomiopatia alakul ki
bennik, ami miatt ez a modell hasznalhaténak tiint a p53—Puma jelatviteli dtvonal in vivo
szivelégtelenségben torténd feltérképezéséhez. A dupla homozigéta allatok (Puma™
/Mdm4™) ritka eléfordulasa miatt kiildnbdzé alombdl szarmazd egereket hasznaltunk
ebben a 2 éves kisérletsorozatban. Két hénapostdl 8 hdénapos korig havonta mértik a
szivfunkciot echokardiografiaval a dupla és szimpla mutans (Mdm4”/Puma™ vagy
Mdm4**/Puma’), illetve a kontroll (Mdm4**/Puma**) egerekben.

Két hoénapos korban nem volt szignifikans kiilénbség a kontroll és Puma’ allatok
frakcionalis rovidulésében (42% és 39%), és ez igy maradt az egész kisérlet ideje alatt.
Az Mdm4™ csoportban a frakcionalis révidiilés valamivel kisebb (35%) volt 2 hénapos
korban, mint a kontroll egerekben, és ahogy varhaté volt, idével fokozatosan cstkkent a
falvékonyodassal egyiitt, tilkkrézve a dilatalt kardiomiopatia kialakulasat. Erdekes médon
az Mdm4”/Puma’ egereknek normalis frakcionalis révidiilésiik volt 2 hénaposan, ami
szignifikdnsan magasabb szinten is maradt, mint az Mdm4’/Puma** csoportban.
Raadasul az Mdm4”/Puma’ allatok tovabb éltek (legalabb egy évig), mint az Mdm4™
/Puma’ egerek (7-9 honapos korig).

A puma mRNS expresszié fokozatosan emelkedett az Mdm4” egerekben 3 hénapos
kortdl, a szivfunkcié romlasaval egyidejlleg. Ugyanezt az emelkedést nem észleltik a
hasonldé koru kontroll egerekben, ami ugyancsak utal a puma expresszid és a
szivelégtelenség kdzotti esetleges kapcsolatra. Az apoptotikus sejtek szama szintén nétt
a puma expresszié névekedésével parhuzamosan. Az Mdm4”/Puma’ allatokban latott
eredmeények szintén arra utalnak, hogy a p53-Puma jelatviteli utvonal szerepet jatszhat a

szivelégtelenség kialakulasaban.
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MEGESZELES

A tézis alapjaul szolgalo kisérleteinkben a Pumanak a bal kamrai remodellacio és a
szivelégtelenség kialakulasaban jatszott szerepét vizsgaltuk, felhasznalva két
egérmodellt, amikben a puma gén kiltésre kerilt: egyrészt a TAC miitéttel okozott
nyomas-tulterhelés, masrészt az mdm4 gén kiutésén alapulé dilatalt kardiomiopatias
modell. Mindkét modellben azt talaltuk, hogy a Puma altal indukalt apoptdzis
hozzajarulhat a szivelégtelenség progresszidjaban. Adataink szerint a puma gén
expresszidja megnétt a szivizmot érd mechanikai stressz hatasara, és apoptdzist
indukalt. Ezzel szemben, a puma gén kilitése csOkkentette az apoptozist és a fibrozist,
ezaltal mérsékelte a kardidlis remodellaciét, és keésleltette a szivelégtelenség
kifejlédését, anélkll hogy a szivizomsejtek méretét vagy az angiogenezist befolyasolta
volna. Azt is kimutattuk, hogy a puma expresszioja, legalabb is részben, p53 fliggé.
Végul pedig az mdm4 gén kiltése a szivben Puma-dependens apoptdzishoz vezetett,
és az Mdm4™ egerekben a puma gén kilitése késleltette a szivelégtelenség kifejlddését.
Az adataink arra utalnak, hogy a Puma megnétt szintje fontos szerepet jatszhat a
szivelégtelenség patomechanizmusaban, és tovabb bévitk az Mdm4-p53-Puma
jelatviteli ut szivizomsejtekbeli szerepével kapcsolatos ismereteinket. Ezen tulmenéen,
az eredményeink tovabb erdsitik azt az elméletet, hogy a szivizomsejtek elhalasa
hozzajarul a szivelégtelenség kifejlédéséhez. Mivel az apoptdzis egy szorosan
szabalyozott folyamat, az apoptotikus jelatviteli utak manipulélasa rendkivili terapias

lehet6ségeket hordoz magaban.
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OSSZEFOGLALAS

1. Az eredményeink szerint az Mdm4-p53-Puma tengely lehet a szivizomsejtek
halalat szabalyozé egyik jelatviteli utvonal nyomas-tulterhelés soran.

2. Ezért az Mdm4-p53-Puma jelatviteli utvonal egy terapias célpontként szolgalhat
szivelégtelenségben és mas, sejthalallal jaré kardialis betegségekben.

3. Erdekes modon az Mdm4-p53-Puma jelatviteli utvonal a rakkutatok
érdeklédésének kdzéppontjdban is all, mivel a puma gén kiutésével el lehet
kerililni a p53-negativ egerekben latott magasabb tumor fejlédési hajlamot. Ezért
ha jobban megértjik ennek a jelatviteli utnak a kardialis szerepét, akkor
effektivebb és kevésbé toxikus tumor elleni gydgyszereket lehetne kifejleszteni,

amelyeknek minimalis kardiotoxikus mellékhatasuk van.
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