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Poli(ADP-rib6z)polimeraz enzim gatlasanak hatasa fiatal spontan hipertenziv patkany
szivekre

Effect of L-2286, a poly(ADP-ribose)polymerase inhibitor on young spontaneously hypertensive rat
(SHR) hearts

Experimentalis kardioldgia (9)
PARP inhibition, intracellular signaling, left ventricular hypertrophy, echocardiography
ifj. El6adas (10 perc + 5 perc vita)

A spontan hipertenziv patkany (SHR) alkalmas modell a magas vérnyomas és a kbévetkezményes
balkamra hypertrophia tanulmanyozasara. A poli(ADP-ribéz)polimeraz (PARP) enzim aktivacioja
fontos szerepet t6lt be a postinfarctusos myocardium remodeling kialakuldsaban. Jelen
vizsgdlatunkban egy quinazolin tipusi PARP-gatldnak (L-2286) a hypertonias cardiopathia
kialakuldsaval szembeni véd6 hatasat kivantuk meghatarozni SHR patkanyokban. 6 hetes him SHR
patkanyokat L-2286-tal kezeltink (5 mg/ttkg/d, p. os, n=9, SHR-L), vagy placebot kaptak (n=8,
SHR-C) 26 hétig. 6 hetes him CFY Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk kortars egészséges
kontrollként (n=7, CFY). A kisérlet el6tt és a 26 hét végén szivultrahangos vizsgalatot (Vevo 770,
VisualSonics) végeztiink, illetve a vizsgalat végén meghataroztuk a plazma BNP szinteket. A
fibrézis 6sszehasonlitasa céljabdl a szivizom metszeteket haematoxylin-eosinnal festettiik meg. Az
Akt-1, GSK-3B, MAPK, PKC jelatviteli utak aktivaciéjat Western-blottal vizsgaltuk. A kollagén
lerakddas mértéke és a plazma BNP szintek szignifikdnsan emelkedtek (p<0,05) az SHR-L és SHR-
C csoportokban a CFY csoporthoz képest. Ezekben a paraméterekben javuldé tendenciat észleltlink
az L-2286 kezelés hatdsara, azonban ez a valtozas nem volt szignifikdns. Az L-2286 kezelés az ERK
1/2 aktivaciéjat novelte (p<0,05), de a INK, p-38-MAPK aktivaciéjat nem befolydsolta. Az Akt-1,
GSK-3B és PKC ¢ foszforilaciéjat novelte (p<0,01), mig a PKC a/B, T aktivaciojat csdkkentette
(p<0,05 vs. SHR-C) az L-2286. Echocardiographias vizsgalattal az ejekcids frakcio és a frakcionalis
rovidilés nem kllonbozott szignifikdnsan a 3 csoport kozétt, a bal kamrai végdiasztolés és
végszisztolés térfogat azonban szignifikansan nagyobb volt (p<0,05 SHR-L és SHR-C vs. CFY). A
balkamrai falvastagsag (hatso fal és septum) és balkamra tomeg szignifikdnsabb nagyobb volt az
SHR csoportokban a CFY csoporthoz képest. A két SHR csoport (SHR-L és SHR-C) kozil azonban az
L-2286 kezelésben részesiulé csoportban (SHR-L) szignifikdnsan alacsonyabbak voltak ezen
paraméterek (p<0,05). Az SHR patkanyokban szivizom hypertrophia jeleit észleltiik. Eredményeink
alapjan elmondhaté, hogy az L-2286-tal végzett PARP-gatlas kedvezéen hat a fiatal SHR
patkanyokban a balkamra hypertrophia kialakulasaval szemben.

Spontaneously hypertensive rat (SHR) is a suitable model for studies of hypertension and
consequential left ventricular (LV) hypertrophy. It is known, that activation of poly(ADP-
ribose)polymerase enzyme (PARP) plays an important role in the development of postinfarction
myocardial remodeling. In this study we examined the protective effect of a quinazoline-type PARP
inhibitor (L-2286) on the development of hypertensive cardiopathy in SHR. 6-week-old SHR male
rats were treated with L-2286 (5 mg/b.w. in kg/d, n=9, SHR-L) or placebo (n=8, SHR-C) p. os for
26 weeks. 6-week-old male CFY Sprague-Dawley rats were used as aged-matched, normotensive
controls (n=7, CFY). Before treatment and at the end of the 26 week period echocardiography was
performed (Vevo 770, VisualSonics) and at the end of the study plasma BNP activity was
determined. To detect the extent of fibrotic areas, histologic samples were stained with
hematoxylin-eosin. The phosphorylation state of Akt-1, GSK-3B, MAPK and PKC cascades were
monitored by Western blotting. Deposition of collagen and activity of plasma BNP (p<0.05) were
significantly elevated in SHR-L and SHR-C groups compared to the CFY group. These parameters
showed improving tendencies due to L-2286 treatment, but these changes were not statistically
significant. The activation of ERK 1/2 was increased (p<0.05), while JNK and p38-MAPK were not
altered significantly (p>0.05) by L-2286 treatment. The phosphorylation of Akt-1, GSK-3p and PKC
€ were increased significantly (p<0.01), while the activity of PKC a/B, ¢ were mitigated (p<0.05 vs.
SHR-C) by L-2286 administration. Echocardiographic measurements showed that ejection fraction
and fractional shortening did not differ significantly among the three groups, while LV end-diastolic
and end-systolic volumes increased significantly (p<0.05 SHR-L and SHR-C vs CFY). The thickness
of the LV wall (posterior wall and septum) and the mass of LVs were significantly increased in SHRs
(p<0.05 vs CFY). These parameters could be significantly decreased (p<0.05) by L-2286 treatment
in SHR-L compared to SHR-C group. In conclusion, we could detect the signs of LV hypertrophy in
SHR group. Our results suggest that PARP inhibition with L-2286 treatment can have beneficial
effect on the development of left ventricular hypertrophy in young SHRs.
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Diasztolés diszfunkcio diabéteszes cardiomyopathiaban: a fibrozis, a glikaciés
végtermékek és a passziv szivizomsejt-fesziilés szerepe

Diastolic stiffness of the failing diabetic heart: importance of fibrosis, advanced glycation end
products and myocyte resting tension

Experimentalis kardioldgia (9)

diabetes mellitus, heart failure, diastolic function, fibrosis, AGEs, cardiomyocyte resting tension

ifj. ElIGadas (10 perc + 5 perc vita)

BEVEZETES: Diabetes mellitusban (DM) szenvedd betegekben a sziv diasztolés diszfunkcidja fontos
szerepet jatszik a szivelégtelenség kialakuldsaban. Ismert, hogy a DM a glikaciés végtermékek
(AGEs) és a kollagén miokardiumban toérténd lerakddasa Gtjan karositja a bal kamra diasztolés
funkcidéjat. Az is tudott, hogy els6sorban diasztolés szivelégtelenségben szenvedd betegekben a
szivizomsejtek emelkedett passziv feszlilése szerepet jatszik a bal kamra koros fesziilésében. Jelen
tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy a fibrézis, az AGEs lerakddasa és a szivizomsejtek passziv
feszlilése milyen mértékben jarul hozzd a diasztolés diszfunkcidhoz szisztolés és diasztolés
szivelégtelenségben. MODSZEREK ES EREDMENYEK: 28 diasztolés és 36 szisztolés
szivelégtelenségben szenveds, ép koszorusér-statusszal rendelkez6 betegbdl szarmazé bal kamrai
endomiokardidlis biopszidkat dolgoztunk fel, akik kozll 16, illetve 10 beteg volt diabeteses.
Meghataroztuk a szivizommintdk kollagén- és AGEs tartalmat, valamint a biopszidkbdl izolalt
szivizomsejtek passziv erejét. A diabeteses betegekben emelkedett in vivo diasztolés fesziilést
mértunk tekintet nélkll a bal kamrai szisztolés funkcidra. Szisztolés szivelégtelenségben szenvedd
diabeteses betegekben nagyobb kollagén térfogat aranyt talaltunk (14.6+1.0% vs. 22.4+2.2%,
P<0.001), mig a diasztolés szivelégtelen betegekben a szivizomsejtek passziv feszlilése bizonyult
magasabbnak (5.1+0.7 vs. 8.5+0.9 kN/m2, P=0.006). A diabeteses szisztolés szivelégtelen
betegekben nagyobb mértékl AGEs lerakddast figyeltiink meg (8.8+2.5 vs. 24.1+3.8 score/mm?2;
P=0.005), mint diasztolés szivelégtelen betegekben (8.2+2.5 vs. 15.7£2.7 score/mm2, P=NS).
KOVETKEZTETESEK: Diabeteses betegekben a szivizom megnévekedett diasztolés fesziiléséért
eltér6 mechanizmusok felelések szisztolés és diasztolés szivelégtelenségben: szisztolés
szivelégtelenségben elsGsorban a fibrézis és az AGEs lerakddasa, mig diasztolés
szivelégtelenségben a szivizomsejtek kdrosan emelkedett passziv feszlilése jatszhat szerepet.

BACKGROUND: Excessive diastolic left ventricular stiffness is an important contributor to heart
failure in patients with diabetes mellitus. Diabetes is presumed to increase stiffness through
myocardial deposition of collagen and advanced glycation end products (AGEs). Cardiomyocyte
resting tension also elevates stiffness, especially in heart failure with normal left ventricular
ejection fraction (LVEF). The contribution to diastolic stiffness of fibrosis, AGEs, and cardiomyocyte
resting tension was assessed in diabetic heart failure patients with normal or reduced LVEF.
METHODS AND RESULTS: Left ventricular endomyocardial biopsy samples were procured in 28
patients with normal LVEF and 36 patients with reduced LVEF, all without coronary artery disease.
Sixteen patients with normal LVEF and 10 with reduced LVEF had diabetes mellitus. Biopsy samples
were used for quantification of collagen and AGEs and for isolation of cardiomyocytes to measure
resting tension. Diabetic heart failure patients had higher diastolic left ventricular stiffness
irrespective of LVEF. Diabetes mellitus increased the myocardial collagen volume fraction only in
patients with reduced LVEF (from 14.6+£1.0% to 22.4+2.2%, P<0.001) and increased
cardiomyocyte resting tension only in patients with normal LVEF (from 5.1+0.7 to 8.5+£0.9 kN/m2,
P=0.006). Diabetes increased myocardial AGE deposition in patients with reduced LVEF (from
8.8+£2.5 to 24.1+£3.8 score/mm2; P=0.005) and less so in patients with normal LVEF (from
8.2+2.5 to 15.7+2.7 score/mm2, P=NS). CONCLUSIONS: Mechanisms responsible for the
increased diastolic stiffness of the diabetic heart differ in heart failure with reduced and normal
LVEF: fibrosis and AGEs are more important when LVEF is reduced, whereas cardiomyocyte resting
tension is more important when LVEF is normal.
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A mitokondriumok szerepe iszkémiaban karosodott szivizomsejtek megmentésében

Neighboring healthy cells rescue cardiomyocytes from post-ischemic injury through a mitochondria-
dependent process

Experimentalis kardioldgia (9)
mitochondria, oxidative stress, ischemia-reperfusion
ifj. El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Bevezetés: A mitokondriumok biztositjdk a sejt mikodéséhez sziikséges energiat, de szereplk a
sejthalal folyamataban is bizonyitott kdros folyamatokban, igy iszkémia, szivelégtelenség és
kardiomiopatia esetén is. Korabbi tanulmanyok szerint két sejt kozott lehetséges a mitokondriumok
kicserél(Edése, aminek a sejt energiahidanyanak helyredllitdsdban lehet szerepe. Kisérleteinkben
oxigén és glukoz egyideji megvonasaval (OGD) iszkémias allapotot modelleztiink szivizomsejteken,
majd azt vizsgaltuk, megmenthetEek-e a karosodott sejtek egészséges szivizomsejtek
hozzaadasaval; illetve, hogy milyen szerepe lehet a mitokondriumoknak ebben a folyamatban.
Mddszerek: Vybrant DIO fluoreszcens festékkel jelolt patkany szivizomsejteket (H9C2) 2,5 éras
OGD kezelésnek vetettilk ala, majd Vybrant DID-del jelolt egészséges szivizomsejteket vagy
etidium-bromiddal (EtBr) kezelt sejteket adtunk hozzajuk, és 24 o6ra mulva felvételeket
készitettlink roluk konfokalis mikroszkoppal. Az EtBr (50ng/ml, 30 napon at) a mitokondrialis DNS-
t karositja. Az éICE és a halott sejtek aranyat sejtszdmlalé programmal hatdroztuk meg.
Eredmények: Az egészséges HIC2 sejtek javitottdk az OGD-n atesett szivizomsejtek tulélési
aranyat (11,5+4,2% vs. 56,9+20,6%, p<0,05), Az EtBr-al kezelt sejtek hozzdadasat kovetEen
azonban a tulélCE sejtek szdma a kontroll szinthez hasonléra csékkent (11,5+4,2% vs. 21,9+7,9%,
p=0,51). Mito-tracker festékkel jel6lt sejtekrCEl készilt nagyfelbontasu felvételek azt mutatjak,
hogy a mitokondriumok kozvetlen kapcsolatokon keresztlil képesek &tjutni egyik sejtbCEl a
masikba. A sejtkultirdhoz kivlUlrCEl adott izoldlt mitokondriumok nem épiiltek be a
szivizomsejtekbe. Kovetkeztetés: Az egészséges sejtek képesek megmenteni az oxidativ
stresszben karosodott szivizomsejtek nagy részét. Az egészséges mitokondriumok jelentCEs
szerepet jatszanak ebben a folyamatban az energiaszint visszadalitdsaval a karosult sejtekben,
vagy pedig a sérilt mitokondriumokbdl felszabaduld sejthalalhoz vezetE jelek gatlasaval. OTKA
D45933, T049621, AOU 666u5, Bélyai és Oveges Osztondijak

Background: Mitochondria are the sources of energy in cardiac cells and they are also responsible
for initiating cell death in various pathologies such as ischemia-reperfusion injury, cardiomyopathy,
and congestive heart failure. Previous studies showed that mitochondria may be swapped between
two cells which may have a role in the restoration of cellular energy failure. In this study we
mimicked ischemic injury using the oxygen-glucose deprivation model (OGD) and monitored if the
addition of healthy or mitochondria-depleted cardiomyocytes can save OGD treated cells from post-
ischemic injury. Methods: Vybrant DIO fluorescent-labeled rat cardiomyocytes (H9C2) were treated
with OGD for 2.5 hours. Vybrant DID-labeled healthy or mitochondria-depleted cells were added
after OGD and co-cultured for 24 hours. Mitochondria-depletion was achieved by pre-incubation of
the cells with ethidium-bromide for one month (50ng/ml). Fluorescent microphotographs were
taken by a confocal microscope and the live-dead cell ratio was calculated using a cell counter
program. Results: Addition of healthy H9C2 cells significantly improved the survival of the OGD
treated cells (11,5+4,2% vs. 56,9+20,6%, p<0,05). In case the rescue cells were depleted from
their mitochondria pool, this effect was much less effective (11,5+4,2% vs. 21,9+7,9%, p=0,51).
High-resolution confocal time-lapse imaging of cells stained with mito-tracker dyes indicated that
mitochondria may be transferred from one cell to the other through direct contact. Addition of
isolated mitochondria to the culture did not result in incorporation of the organelles into the cells.
Conclusion: Addition of healthy cells to severly injured post-ischemic cardiomyocytes can rescue
the majority of cells form death. Healthy mitochondria play a crucial role in this process either by
restoring energy levels in the dying cells or by inhibiting cell death signals of damaged
mitochondria. Supported by OTKA D45933, T049621, AOU 666u5, Bélyai and Oveges Fellowships.
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A Na+/Ca2+ cseremechanizmust blokkolé SEA0400 hatasa intracellularis Ca2+
koncentracio fiiggé kutya balkamrai szivizomsejtekben

The effect of the NCX inhibitor SEA0400 is intracellular Ca2+ level dependent in canine ventricular
myocytes.

Experimentalis kardioldgia (9)
Na+/Ca2+ exchanger, NCX inhibitor, SEA0400, calcium transient, dog ventricular myocytes
El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Bevezetés: Patch clamp kisérletekben megallapitottuk, hogy a szelektiv NCX gatldé SEA0400,
alacsony [Ca2+]i szint mellett 1uM koncentraciéban hatdsosan (50-80%) blokkolja az NCX aramot.
Ugyanakkor a [Ca2+]i tranziensben és kontrakcidban vart jelentds valtozasokat nem észleltiik sem
izolalt kontrahdld szivizomsejteken sem perfundalt sziven. Az ellentmondasos eredmények egyik
lehetséges magyarazata, hogy az NCX gatlas mértéke a szivciklus soran nem allandé. Ezért jelen
munkank célja az volt, hogy meghatarozzuk a SEA0400 NCX gatlé hatasanak intracellularis kalcium
fliggését. Moddszerek: Patch clamp kisérletekben az NCX &ramot nikkel-szenzitiv aramként
hataroztuk meg pipetta oldatokkal beallitott 55, 140, 500 és 1000 nM [Ca2+]i szintek mellett. Egy
tortén6é megnyulasat mértiik, és a gatlas mértékét a kontroll, a SEA0400 kezelt és a Ni2+-gatolt
coffein tranziensek relaxacids kinetikdjanak 6sszehasonlitdsdbdl hataroztuk meg. Az [Ca2+]i
véltozadsait Fluo-4 festékkel monitoroztuk, a sejtrovidulést -video edge- detektorral kovettiik.
Eredmények: 1uM SEA0400 mind az inward, mind az outward NCX dramot [Ca2+]i figgé mddon
blokkolta (55nM [Ca2+]i esetén 60-80%-kal, mig 1uM [Ca2+]i mellett 28-40%-kal). Azaz a gatld
hatds ~50%-al csokkent a diasztolés értékrdl szisztolés értékre névekedett [Ca2+]i szintek esetén.
A koffein tranziens relaxaciés id6allandéja ugyancsak megnétt (1.03+0.05-r6l 1.32+0.06-ra), de
jelentésen elmaradt a 10 mM Ni2+ jelenlétében tapasztalt névekedéstdl (fél relaxaciés idé:
1.3+0.1 s-rél 10.1+1.3 s-ra). Kovetkeztetések: Eredményeink bizonyitjak, hogy a SEA0400 NCX-re
gyakorolt blokkold hatdsa er6sen fiigg a pillanatnyi [Ca2+]i értékétdl és szignifikdnsan alacsonyabb
szisztolés, mint diasztolés calcium koncentracidk esetén. Ez a Ca-fliggés jol magyarazza a gatlészer
viszonylag kismértékl hatasat az intracellularis calcium homeosztazisra.

Background: In previous patch clamp experiments we found that in 1 pM concentration SEA0400, a
selective NCX inhibitor, effectively blocks NCX current at low [Ca2+]i levels (50-80%). The
expected major shifts in [Ca2+]i transient and contractility, however, were not observed in isolated
paced cardiomyocytes or perfused hearts. A feasible explanation for these contraversial results
may be, that the level of blockade is modulated during cardiac cycle. The aim of this study was to
evaluate the calcium dependence of the inhibitory effect of SEA0400 in canine ventricular
myocytes. Methods: In patch clamp experiments the NCX current was determined as the Ni2+
sensitive current at four (55, 140, 500, 1000 nM [Ca2+]i) pipette solutions. In other set of
measurements the lengthening effect of SEA0400 on the recovery of the caffeine induced [Ca2+]i
elevation was determined. The level of inhibition was calculated by comparing the recovery kinetics
of caffeine transients from control, SEA0400-treated and Ni2+-blocked cardiomyocytes. [Ca2+]i
transients were monitored by Fluo-4. Cell shortening was recorded by a video edge detector.
Results: 1uM SEA0400 suppressed both inward and outward exchange currents in a Ca-dependent
fashion (from 60% & 80% at 55 nM to 28% & 40% at 1000 nM, respectively). Thus, the blocking
effect was reduced by ~50% increasing [Ca2+]i from diastolic to systolic level. The rate of decay of
the caffeine transient was also decreased substantially (decay time constant increased from
1.03+0.05 to 1.32£0.06 s), but much less than that by 10 mM NiCl2 (half relaxation time
increased from 1.3£0.1 to 10.1%+1.3 s). Conclusions: Our results suggest, that the blocking effect
of SEA0400 on NCX is strongly dependent on the momentary value of [Ca2+]i, being significantly
lower at systolic than at diastolic levels. This dependence can well explain its relatively minor
functional effects on intracellular calcium handling in canine myocytes.
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determined. To detect the extent of fibrotic areas, histologic samples were stained with
hematoxylin-eosin. The phosphorylation state of Akt-1, GSK-3B, MAPK and PKC cascades were
monitored by Western blotting. Deposition of collagen and activity of plasma BNP (p<0.05) were
significantly elevated in SHR-L and SHR-C groups compared to the CFY group. These parameters
showed improving tendencies due to L-2286 treatment, but these changes were not statistically
significant. The activation of ERK 1/2 was increased (p<0.05), while JNK and p38-MAPK were not
altered significantly (p>0.05) by L-2286 treatment. The phosphorylation of Akt-1, GSK-3p and PKC
€ were increased significantly (p<0.01), while the activity of PKC a/B, ¢ were mitigated (p<0.05 vs.
SHR-C) by L-2286 administration. Echocardiographic measurements showed that ejection fraction
and fractional shortening did not differ significantly among the three groups, while LV end-diastolic
and end-systolic volumes increased significantly (p<0.05 SHR-L and SHR-C vs CFY). The thickness
of the LV wall (posterior wall and septum) and the mass of LVs were significantly increased in SHRs
(p<0.05 vs CFY). These parameters could be significantly decreased (p<0.05) by L-2286 treatment
in SHR-L compared to SHR-C group. In conclusion, we could detect the signs of LV hypertrophy in
SHR group. Our results suggest that PARP inhibition with L-2286 treatment can have beneficial
effect on the development of left ventricular hypertrophy in young SHRs.
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Diasztolés diszfunkcio diabéteszes cardiomyopathiaban: a fibrozis, a glikaciés
végtermékek és a passziv szivizomsejt-fesziilés szerepe

Diastolic stiffness of the failing diabetic heart: importance of fibrosis, advanced glycation end
products and myocyte resting tension

Experimentalis kardioldgia (9)

diabetes mellitus, heart failure, diastolic function, fibrosis, AGEs, cardiomyocyte resting tension

ifj. ElIGadas (10 perc + 5 perc vita)

BEVEZETES: Diabetes mellitusban (DM) szenvedd betegekben a sziv diasztolés diszfunkcidja fontos
szerepet jatszik a szivelégtelenség kialakuldsaban. Ismert, hogy a DM a glikaciés végtermékek
(AGEs) és a kollagén miokardiumban toérténd lerakddasa Gtjan karositja a bal kamra diasztolés
funkcidéjat. Az is tudott, hogy els6sorban diasztolés szivelégtelenségben szenvedd betegekben a
szivizomsejtek emelkedett passziv feszlilése szerepet jatszik a bal kamra koros fesziilésében. Jelen
tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy a fibrézis, az AGEs lerakddasa és a szivizomsejtek passziv
feszlilése milyen mértékben jarul hozzd a diasztolés diszfunkcidhoz szisztolés és diasztolés
szivelégtelenségben. MODSZEREK ES EREDMENYEK: 28 diasztolés és 36 szisztolés
szivelégtelenségben szenveds, ép koszorusér-statusszal rendelkez6 betegbdl szarmazé bal kamrai
endomiokardidlis biopszidkat dolgoztunk fel, akik kozll 16, illetve 10 beteg volt diabeteses.
Meghataroztuk a szivizommintdk kollagén- és AGEs tartalmat, valamint a biopszidkbdl izolalt
szivizomsejtek passziv erejét. A diabeteses betegekben emelkedett in vivo diasztolés fesziilést
mértunk tekintet nélkll a bal kamrai szisztolés funkcidra. Szisztolés szivelégtelenségben szenvedd
diabeteses betegekben nagyobb kollagén térfogat aranyt talaltunk (14.6+1.0% vs. 22.4+2.2%,
P<0.001), mig a diasztolés szivelégtelen betegekben a szivizomsejtek passziv feszlilése bizonyult
magasabbnak (5.1+0.7 vs. 8.5+0.9 kN/m2, P=0.006). A diabeteses szisztolés szivelégtelen
betegekben nagyobb mértékl AGEs lerakddast figyeltiink meg (8.8+2.5 vs. 24.1+3.8 score/mm?2;
P=0.005), mint diasztolés szivelégtelen betegekben (8.2+2.5 vs. 15.7£2.7 score/mm2, P=NS).
KOVETKEZTETESEK: Diabeteses betegekben a szivizom megnévekedett diasztolés fesziiléséért
eltér6 mechanizmusok felelések szisztolés és diasztolés szivelégtelenségben: szisztolés
szivelégtelenségben elsGsorban a fibrézis és az AGEs lerakddasa, mig diasztolés
szivelégtelenségben a szivizomsejtek kdrosan emelkedett passziv feszlilése jatszhat szerepet.

BACKGROUND: Excessive diastolic left ventricular stiffness is an important contributor to heart
failure in patients with diabetes mellitus. Diabetes is presumed to increase stiffness through
myocardial deposition of collagen and advanced glycation end products (AGEs). Cardiomyocyte
resting tension also elevates stiffness, especially in heart failure with normal left ventricular
ejection fraction (LVEF). The contribution to diastolic stiffness of fibrosis, AGEs, and cardiomyocyte
resting tension was assessed in diabetic heart failure patients with normal or reduced LVEF.
METHODS AND RESULTS: Left ventricular endomyocardial biopsy samples were procured in 28
patients with normal LVEF and 36 patients with reduced LVEF, all without coronary artery disease.
Sixteen patients with normal LVEF and 10 with reduced LVEF had diabetes mellitus. Biopsy samples
were used for quantification of collagen and AGEs and for isolation of cardiomyocytes to measure
resting tension. Diabetic heart failure patients had higher diastolic left ventricular stiffness
irrespective of LVEF. Diabetes mellitus increased the myocardial collagen volume fraction only in
patients with reduced LVEF (from 14.6+£1.0% to 22.4+2.2%, P<0.001) and increased
cardiomyocyte resting tension only in patients with normal LVEF (from 5.1+0.7 to 8.5+£0.9 kN/m2,
P=0.006). Diabetes increased myocardial AGE deposition in patients with reduced LVEF (from
8.8+£2.5 to 24.1+£3.8 score/mm2; P=0.005) and less so in patients with normal LVEF (from
8.2+2.5 to 15.7+2.7 score/mm2, P=NS). CONCLUSIONS: Mechanisms responsible for the
increased diastolic stiffness of the diabetic heart differ in heart failure with reduced and normal
LVEF: fibrosis and AGEs are more important when LVEF is reduced, whereas cardiomyocyte resting
tension is more important when LVEF is normal.
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A mitokondriumok szerepe iszkémiaban karosodott szivizomsejtek megmentésében

Neighboring healthy cells rescue cardiomyocytes from post-ischemic injury through a mitochondria-
dependent process

Experimentalis kardioldgia (9)
mitochondria, oxidative stress, ischemia-reperfusion
ifj. El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Bevezetés: A mitokondriumok biztositjdk a sejt mikodéséhez sziikséges energiat, de szereplk a
sejthalal folyamataban is bizonyitott kdros folyamatokban, igy iszkémia, szivelégtelenség és
kardiomiopatia esetén is. Korabbi tanulmanyok szerint két sejt kozott lehetséges a mitokondriumok
kicserél(Edése, aminek a sejt energiahidanyanak helyredllitdsdban lehet szerepe. Kisérleteinkben
oxigén és glukoz egyideji megvonasaval (OGD) iszkémias allapotot modelleztiink szivizomsejteken,
majd azt vizsgaltuk, megmenthetEek-e a karosodott sejtek egészséges szivizomsejtek
hozzaadasaval; illetve, hogy milyen szerepe lehet a mitokondriumoknak ebben a folyamatban.
Mddszerek: Vybrant DIO fluoreszcens festékkel jelolt patkany szivizomsejteket (H9C2) 2,5 éras
OGD kezelésnek vetettilk ala, majd Vybrant DID-del jelolt egészséges szivizomsejteket vagy
etidium-bromiddal (EtBr) kezelt sejteket adtunk hozzajuk, és 24 o6ra mulva felvételeket
készitettlink roluk konfokalis mikroszkoppal. Az EtBr (50ng/ml, 30 napon at) a mitokondrialis DNS-
t karositja. Az éICE és a halott sejtek aranyat sejtszdmlalé programmal hatdroztuk meg.
Eredmények: Az egészséges HIC2 sejtek javitottdk az OGD-n atesett szivizomsejtek tulélési
aranyat (11,5+4,2% vs. 56,9+20,6%, p<0,05), Az EtBr-al kezelt sejtek hozzdadasat kovetEen
azonban a tulélCE sejtek szdma a kontroll szinthez hasonléra csékkent (11,5+4,2% vs. 21,9+7,9%,
p=0,51). Mito-tracker festékkel jel6lt sejtekrCEl készilt nagyfelbontasu felvételek azt mutatjak,
hogy a mitokondriumok kozvetlen kapcsolatokon keresztlil képesek &tjutni egyik sejtbCEl a
masikba. A sejtkultirdhoz kivlUlrCEl adott izoldlt mitokondriumok nem épiiltek be a
szivizomsejtekbe. Kovetkeztetés: Az egészséges sejtek képesek megmenteni az oxidativ
stresszben karosodott szivizomsejtek nagy részét. Az egészséges mitokondriumok jelentCEs
szerepet jatszanak ebben a folyamatban az energiaszint visszadalitdsaval a karosult sejtekben,
vagy pedig a sérilt mitokondriumokbdl felszabaduld sejthalalhoz vezetE jelek gatlasaval. OTKA
D45933, T049621, AOU 666u5, Bélyai és Oveges Osztondijak

Background: Mitochondria are the sources of energy in cardiac cells and they are also responsible
for initiating cell death in various pathologies such as ischemia-reperfusion injury, cardiomyopathy,
and congestive heart failure. Previous studies showed that mitochondria may be swapped between
two cells which may have a role in the restoration of cellular energy failure. In this study we
mimicked ischemic injury using the oxygen-glucose deprivation model (OGD) and monitored if the
addition of healthy or mitochondria-depleted cardiomyocytes can save OGD treated cells from post-
ischemic injury. Methods: Vybrant DIO fluorescent-labeled rat cardiomyocytes (H9C2) were treated
with OGD for 2.5 hours. Vybrant DID-labeled healthy or mitochondria-depleted cells were added
after OGD and co-cultured for 24 hours. Mitochondria-depletion was achieved by pre-incubation of
the cells with ethidium-bromide for one month (50ng/ml). Fluorescent microphotographs were
taken by a confocal microscope and the live-dead cell ratio was calculated using a cell counter
program. Results: Addition of healthy H9C2 cells significantly improved the survival of the OGD
treated cells (11,5+4,2% vs. 56,9+20,6%, p<0,05). In case the rescue cells were depleted from
their mitochondria pool, this effect was much less effective (11,5+4,2% vs. 21,9+7,9%, p=0,51).
High-resolution confocal time-lapse imaging of cells stained with mito-tracker dyes indicated that
mitochondria may be transferred from one cell to the other through direct contact. Addition of
isolated mitochondria to the culture did not result in incorporation of the organelles into the cells.
Conclusion: Addition of healthy cells to severly injured post-ischemic cardiomyocytes can rescue
the majority of cells form death. Healthy mitochondria play a crucial role in this process either by
restoring energy levels in the dying cells or by inhibiting cell death signals of damaged
mitochondria. Supported by OTKA D45933, T049621, AOU 666u5, Bélyai and Oveges Fellowships.
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A Na+/Ca2+ cseremechanizmust blokkolé SEA0400 hatasa intracellularis Ca2+
koncentracio fiiggé kutya balkamrai szivizomsejtekben

The effect of the NCX inhibitor SEA0400 is intracellular Ca2+ level dependent in canine ventricular
myocytes.

Experimentalis kardioldgia (9)
Na+/Ca2+ exchanger, NCX inhibitor, SEA0400, calcium transient, dog ventricular myocytes
El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Bevezetés: Patch clamp kisérletekben megallapitottuk, hogy a szelektiv NCX gatldé SEA0400,
alacsony [Ca2+]i szint mellett 1uM koncentraciéban hatdsosan (50-80%) blokkolja az NCX aramot.
Ugyanakkor a [Ca2+]i tranziensben és kontrakcidban vart jelentds valtozasokat nem észleltiik sem
izolalt kontrahdld szivizomsejteken sem perfundalt sziven. Az ellentmondasos eredmények egyik
lehetséges magyarazata, hogy az NCX gatlas mértéke a szivciklus soran nem allandé. Ezért jelen
munkank célja az volt, hogy meghatarozzuk a SEA0400 NCX gatlé hatasanak intracellularis kalcium
fliggését. Moddszerek: Patch clamp kisérletekben az NCX &ramot nikkel-szenzitiv aramként
hataroztuk meg pipetta oldatokkal beallitott 55, 140, 500 és 1000 nM [Ca2+]i szintek mellett. Egy
tortén6é megnyulasat mértiik, és a gatlas mértékét a kontroll, a SEA0400 kezelt és a Ni2+-gatolt
coffein tranziensek relaxacids kinetikdjanak 6sszehasonlitdsdbdl hataroztuk meg. Az [Ca2+]i
véltozadsait Fluo-4 festékkel monitoroztuk, a sejtrovidulést -video edge- detektorral kovettiik.
Eredmények: 1uM SEA0400 mind az inward, mind az outward NCX dramot [Ca2+]i figgé mddon
blokkolta (55nM [Ca2+]i esetén 60-80%-kal, mig 1uM [Ca2+]i mellett 28-40%-kal). Azaz a gatld
hatds ~50%-al csokkent a diasztolés értékrdl szisztolés értékre névekedett [Ca2+]i szintek esetén.
A koffein tranziens relaxaciés id6allandéja ugyancsak megnétt (1.03+0.05-r6l 1.32+0.06-ra), de
jelentésen elmaradt a 10 mM Ni2+ jelenlétében tapasztalt névekedéstdl (fél relaxaciés idé:
1.3+0.1 s-rél 10.1+1.3 s-ra). Kovetkeztetések: Eredményeink bizonyitjak, hogy a SEA0400 NCX-re
gyakorolt blokkold hatdsa er6sen fiigg a pillanatnyi [Ca2+]i értékétdl és szignifikdnsan alacsonyabb
szisztolés, mint diasztolés calcium koncentracidk esetén. Ez a Ca-fliggés jol magyarazza a gatlészer
viszonylag kismértékl hatasat az intracellularis calcium homeosztazisra.

Background: In previous patch clamp experiments we found that in 1 pM concentration SEA0400, a
selective NCX inhibitor, effectively blocks NCX current at low [Ca2+]i levels (50-80%). The
expected major shifts in [Ca2+]i transient and contractility, however, were not observed in isolated
paced cardiomyocytes or perfused hearts. A feasible explanation for these contraversial results
may be, that the level of blockade is modulated during cardiac cycle. The aim of this study was to
evaluate the calcium dependence of the inhibitory effect of SEA0400 in canine ventricular
myocytes. Methods: In patch clamp experiments the NCX current was determined as the Ni2+
sensitive current at four (55, 140, 500, 1000 nM [Ca2+]i) pipette solutions. In other set of
measurements the lengthening effect of SEA0400 on the recovery of the caffeine induced [Ca2+]i
elevation was determined. The level of inhibition was calculated by comparing the recovery kinetics
of caffeine transients from control, SEA0400-treated and Ni2+-blocked cardiomyocytes. [Ca2+]i
transients were monitored by Fluo-4. Cell shortening was recorded by a video edge detector.
Results: 1uM SEA0400 suppressed both inward and outward exchange currents in a Ca-dependent
fashion (from 60% & 80% at 55 nM to 28% & 40% at 1000 nM, respectively). Thus, the blocking
effect was reduced by ~50% increasing [Ca2+]i from diastolic to systolic level. The rate of decay of
the caffeine transient was also decreased substantially (decay time constant increased from
1.03+0.05 to 1.32£0.06 s), but much less than that by 10 mM NiCl2 (half relaxation time
increased from 1.3£0.1 to 10.1%+1.3 s). Conclusions: Our results suggest, that the blocking effect
of SEA0400 on NCX is strongly dependent on the momentary value of [Ca2+]i, being significantly
lower at systolic than at diastolic levels. This dependence can well explain its relatively minor
functional effects on intracellular calcium handling in canine myocytes.
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determined. To detect the extent of fibrotic areas, histologic samples were stained with
hematoxylin-eosin. The phosphorylation state of Akt-1, GSK-3B, MAPK and PKC cascades were
monitored by Western blotting. Deposition of collagen and activity of plasma BNP (p<0.05) were
significantly elevated in SHR-L and SHR-C groups compared to the CFY group. These parameters
showed improving tendencies due to L-2286 treatment, but these changes were not statistically
significant. The activation of ERK 1/2 was increased (p<0.05), while JNK and p38-MAPK were not
altered significantly (p>0.05) by L-2286 treatment. The phosphorylation of Akt-1, GSK-3p and PKC
€ were increased significantly (p<0.01), while the activity of PKC a/B, ¢ were mitigated (p<0.05 vs.
SHR-C) by L-2286 administration. Echocardiographic measurements showed that ejection fraction
and fractional shortening did not differ significantly among the three groups, while LV end-diastolic
and end-systolic volumes increased significantly (p<0.05 SHR-L and SHR-C vs CFY). The thickness
of the LV wall (posterior wall and septum) and the mass of LVs were significantly increased in SHRs
(p<0.05 vs CFY). These parameters could be significantly decreased (p<0.05) by L-2286 treatment
in SHR-L compared to SHR-C group. In conclusion, we could detect the signs of LV hypertrophy in
SHR group. Our results suggest that PARP inhibition with L-2286 treatment can have beneficial
effect on the development of left ventricular hypertrophy in young SHRs.
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Diasztolés diszfunkcio diabéteszes cardiomyopathiaban: a fibrozis, a glikaciés
végtermékek és a passziv szivizomsejt-fesziilés szerepe

Diastolic stiffness of the failing diabetic heart: importance of fibrosis, advanced glycation end
products and myocyte resting tension

Experimentalis kardioldgia (9)

diabetes mellitus, heart failure, diastolic function, fibrosis, AGEs, cardiomyocyte resting tension

ifj. ElIGadas (10 perc + 5 perc vita)

BEVEZETES: Diabetes mellitusban (DM) szenvedd betegekben a sziv diasztolés diszfunkcidja fontos
szerepet jatszik a szivelégtelenség kialakuldsaban. Ismert, hogy a DM a glikaciés végtermékek
(AGEs) és a kollagén miokardiumban toérténd lerakddasa Gtjan karositja a bal kamra diasztolés
funkcidéjat. Az is tudott, hogy els6sorban diasztolés szivelégtelenségben szenvedd betegekben a
szivizomsejtek emelkedett passziv feszlilése szerepet jatszik a bal kamra koros fesziilésében. Jelen
tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy a fibrézis, az AGEs lerakddasa és a szivizomsejtek passziv
feszlilése milyen mértékben jarul hozzd a diasztolés diszfunkcidhoz szisztolés és diasztolés
szivelégtelenségben. MODSZEREK ES EREDMENYEK: 28 diasztolés és 36 szisztolés
szivelégtelenségben szenveds, ép koszorusér-statusszal rendelkez6 betegbdl szarmazé bal kamrai
endomiokardidlis biopszidkat dolgoztunk fel, akik kozll 16, illetve 10 beteg volt diabeteses.
Meghataroztuk a szivizommintdk kollagén- és AGEs tartalmat, valamint a biopszidkbdl izolalt
szivizomsejtek passziv erejét. A diabeteses betegekben emelkedett in vivo diasztolés fesziilést
mértunk tekintet nélkll a bal kamrai szisztolés funkcidra. Szisztolés szivelégtelenségben szenvedd
diabeteses betegekben nagyobb kollagén térfogat aranyt talaltunk (14.6+1.0% vs. 22.4+2.2%,
P<0.001), mig a diasztolés szivelégtelen betegekben a szivizomsejtek passziv feszlilése bizonyult
magasabbnak (5.1+0.7 vs. 8.5+0.9 kN/m2, P=0.006). A diabeteses szisztolés szivelégtelen
betegekben nagyobb mértékl AGEs lerakddast figyeltiink meg (8.8+2.5 vs. 24.1+3.8 score/mm?2;
P=0.005), mint diasztolés szivelégtelen betegekben (8.2+2.5 vs. 15.7£2.7 score/mm2, P=NS).
KOVETKEZTETESEK: Diabeteses betegekben a szivizom megnévekedett diasztolés fesziiléséért
eltér6 mechanizmusok felelések szisztolés és diasztolés szivelégtelenségben: szisztolés
szivelégtelenségben elsGsorban a fibrézis és az AGEs lerakddasa, mig diasztolés
szivelégtelenségben a szivizomsejtek kdrosan emelkedett passziv feszlilése jatszhat szerepet.

BACKGROUND: Excessive diastolic left ventricular stiffness is an important contributor to heart
failure in patients with diabetes mellitus. Diabetes is presumed to increase stiffness through
myocardial deposition of collagen and advanced glycation end products (AGEs). Cardiomyocyte
resting tension also elevates stiffness, especially in heart failure with normal left ventricular
ejection fraction (LVEF). The contribution to diastolic stiffness of fibrosis, AGEs, and cardiomyocyte
resting tension was assessed in diabetic heart failure patients with normal or reduced LVEF.
METHODS AND RESULTS: Left ventricular endomyocardial biopsy samples were procured in 28
patients with normal LVEF and 36 patients with reduced LVEF, all without coronary artery disease.
Sixteen patients with normal LVEF and 10 with reduced LVEF had diabetes mellitus. Biopsy samples
were used for quantification of collagen and AGEs and for isolation of cardiomyocytes to measure
resting tension. Diabetic heart failure patients had higher diastolic left ventricular stiffness
irrespective of LVEF. Diabetes mellitus increased the myocardial collagen volume fraction only in
patients with reduced LVEF (from 14.6+£1.0% to 22.4+2.2%, P<0.001) and increased
cardiomyocyte resting tension only in patients with normal LVEF (from 5.1+0.7 to 8.5+£0.9 kN/m2,
P=0.006). Diabetes increased myocardial AGE deposition in patients with reduced LVEF (from
8.8+£2.5 to 24.1+£3.8 score/mm2; P=0.005) and less so in patients with normal LVEF (from
8.2+2.5 to 15.7+2.7 score/mm2, P=NS). CONCLUSIONS: Mechanisms responsible for the
increased diastolic stiffness of the diabetic heart differ in heart failure with reduced and normal
LVEF: fibrosis and AGEs are more important when LVEF is reduced, whereas cardiomyocyte resting
tension is more important when LVEF is normal.
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A mitokondriumok szerepe iszkémiaban karosodott szivizomsejtek megmentésében

Neighboring healthy cells rescue cardiomyocytes from post-ischemic injury through a mitochondria-
dependent process

Experimentalis kardioldgia (9)
mitochondria, oxidative stress, ischemia-reperfusion
ifj. El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Bevezetés: A mitokondriumok biztositjdk a sejt mikodéséhez sziikséges energiat, de szereplk a
sejthalal folyamataban is bizonyitott kdros folyamatokban, igy iszkémia, szivelégtelenség és
kardiomiopatia esetén is. Korabbi tanulmanyok szerint két sejt kozott lehetséges a mitokondriumok
kicserél(Edése, aminek a sejt energiahidanyanak helyredllitdsdban lehet szerepe. Kisérleteinkben
oxigén és glukoz egyideji megvonasaval (OGD) iszkémias allapotot modelleztiink szivizomsejteken,
majd azt vizsgaltuk, megmenthetEek-e a karosodott sejtek egészséges szivizomsejtek
hozzaadasaval; illetve, hogy milyen szerepe lehet a mitokondriumoknak ebben a folyamatban.
Mddszerek: Vybrant DIO fluoreszcens festékkel jelolt patkany szivizomsejteket (H9C2) 2,5 éras
OGD kezelésnek vetettilk ala, majd Vybrant DID-del jelolt egészséges szivizomsejteket vagy
etidium-bromiddal (EtBr) kezelt sejteket adtunk hozzajuk, és 24 o6ra mulva felvételeket
készitettlink roluk konfokalis mikroszkoppal. Az EtBr (50ng/ml, 30 napon at) a mitokondrialis DNS-
t karositja. Az éICE és a halott sejtek aranyat sejtszdmlalé programmal hatdroztuk meg.
Eredmények: Az egészséges HIC2 sejtek javitottdk az OGD-n atesett szivizomsejtek tulélési
aranyat (11,5+4,2% vs. 56,9+20,6%, p<0,05), Az EtBr-al kezelt sejtek hozzdadasat kovetEen
azonban a tulélCE sejtek szdma a kontroll szinthez hasonléra csékkent (11,5+4,2% vs. 21,9+7,9%,
p=0,51). Mito-tracker festékkel jel6lt sejtekrCEl készilt nagyfelbontasu felvételek azt mutatjak,
hogy a mitokondriumok kozvetlen kapcsolatokon keresztlil képesek &tjutni egyik sejtbCEl a
masikba. A sejtkultirdhoz kivlUlrCEl adott izoldlt mitokondriumok nem épiiltek be a
szivizomsejtekbe. Kovetkeztetés: Az egészséges sejtek képesek megmenteni az oxidativ
stresszben karosodott szivizomsejtek nagy részét. Az egészséges mitokondriumok jelentCEs
szerepet jatszanak ebben a folyamatban az energiaszint visszadalitdsaval a karosult sejtekben,
vagy pedig a sérilt mitokondriumokbdl felszabaduld sejthalalhoz vezetE jelek gatlasaval. OTKA
D45933, T049621, AOU 666u5, Bélyai és Oveges Osztondijak

Background: Mitochondria are the sources of energy in cardiac cells and they are also responsible
for initiating cell death in various pathologies such as ischemia-reperfusion injury, cardiomyopathy,
and congestive heart failure. Previous studies showed that mitochondria may be swapped between
two cells which may have a role in the restoration of cellular energy failure. In this study we
mimicked ischemic injury using the oxygen-glucose deprivation model (OGD) and monitored if the
addition of healthy or mitochondria-depleted cardiomyocytes can save OGD treated cells from post-
ischemic injury. Methods: Vybrant DIO fluorescent-labeled rat cardiomyocytes (H9C2) were treated
with OGD for 2.5 hours. Vybrant DID-labeled healthy or mitochondria-depleted cells were added
after OGD and co-cultured for 24 hours. Mitochondria-depletion was achieved by pre-incubation of
the cells with ethidium-bromide for one month (50ng/ml). Fluorescent microphotographs were
taken by a confocal microscope and the live-dead cell ratio was calculated using a cell counter
program. Results: Addition of healthy H9C2 cells significantly improved the survival of the OGD
treated cells (11,5+4,2% vs. 56,9+20,6%, p<0,05). In case the rescue cells were depleted from
their mitochondria pool, this effect was much less effective (11,5+4,2% vs. 21,9+7,9%, p=0,51).
High-resolution confocal time-lapse imaging of cells stained with mito-tracker dyes indicated that
mitochondria may be transferred from one cell to the other through direct contact. Addition of
isolated mitochondria to the culture did not result in incorporation of the organelles into the cells.
Conclusion: Addition of healthy cells to severly injured post-ischemic cardiomyocytes can rescue
the majority of cells form death. Healthy mitochondria play a crucial role in this process either by
restoring energy levels in the dying cells or by inhibiting cell death signals of damaged
mitochondria. Supported by OTKA D45933, T049621, AOU 666u5, Bélyai and Oveges Fellowships.
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A Na+/Ca2+ cseremechanizmust blokkolé SEA0400 hatasa intracellularis Ca2+
koncentracio fiiggé kutya balkamrai szivizomsejtekben

The effect of the NCX inhibitor SEA0400 is intracellular Ca2+ level dependent in canine ventricular
myocytes.

Experimentalis kardioldgia (9)
Na+/Ca2+ exchanger, NCX inhibitor, SEA0400, calcium transient, dog ventricular myocytes
El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Bevezetés: Patch clamp kisérletekben megallapitottuk, hogy a szelektiv NCX gatldé SEA0400,
alacsony [Ca2+]i szint mellett 1uM koncentraciéban hatdsosan (50-80%) blokkolja az NCX aramot.
Ugyanakkor a [Ca2+]i tranziensben és kontrakcidban vart jelentds valtozasokat nem észleltiik sem
izolalt kontrahdld szivizomsejteken sem perfundalt sziven. Az ellentmondasos eredmények egyik
lehetséges magyarazata, hogy az NCX gatlas mértéke a szivciklus soran nem allandé. Ezért jelen
munkank célja az volt, hogy meghatarozzuk a SEA0400 NCX gatlé hatasanak intracellularis kalcium
fliggését. Moddszerek: Patch clamp kisérletekben az NCX &ramot nikkel-szenzitiv aramként
hataroztuk meg pipetta oldatokkal beallitott 55, 140, 500 és 1000 nM [Ca2+]i szintek mellett. Egy
tortén6é megnyulasat mértiik, és a gatlas mértékét a kontroll, a SEA0400 kezelt és a Ni2+-gatolt
coffein tranziensek relaxacids kinetikdjanak 6sszehasonlitdsdbdl hataroztuk meg. Az [Ca2+]i
véltozadsait Fluo-4 festékkel monitoroztuk, a sejtrovidulést -video edge- detektorral kovettiik.
Eredmények: 1uM SEA0400 mind az inward, mind az outward NCX dramot [Ca2+]i figgé mddon
blokkolta (55nM [Ca2+]i esetén 60-80%-kal, mig 1uM [Ca2+]i mellett 28-40%-kal). Azaz a gatld
hatds ~50%-al csokkent a diasztolés értékrdl szisztolés értékre névekedett [Ca2+]i szintek esetén.
A koffein tranziens relaxaciés id6allandéja ugyancsak megnétt (1.03+0.05-r6l 1.32+0.06-ra), de
jelentésen elmaradt a 10 mM Ni2+ jelenlétében tapasztalt névekedéstdl (fél relaxaciés idé:
1.3+0.1 s-rél 10.1+1.3 s-ra). Kovetkeztetések: Eredményeink bizonyitjak, hogy a SEA0400 NCX-re
gyakorolt blokkold hatdsa er6sen fiigg a pillanatnyi [Ca2+]i értékétdl és szignifikdnsan alacsonyabb
szisztolés, mint diasztolés calcium koncentracidk esetén. Ez a Ca-fliggés jol magyarazza a gatlészer
viszonylag kismértékl hatasat az intracellularis calcium homeosztazisra.

Background: In previous patch clamp experiments we found that in 1 pM concentration SEA0400, a
selective NCX inhibitor, effectively blocks NCX current at low [Ca2+]i levels (50-80%). The
expected major shifts in [Ca2+]i transient and contractility, however, were not observed in isolated
paced cardiomyocytes or perfused hearts. A feasible explanation for these contraversial results
may be, that the level of blockade is modulated during cardiac cycle. The aim of this study was to
evaluate the calcium dependence of the inhibitory effect of SEA0400 in canine ventricular
myocytes. Methods: In patch clamp experiments the NCX current was determined as the Ni2+
sensitive current at four (55, 140, 500, 1000 nM [Ca2+]i) pipette solutions. In other set of
measurements the lengthening effect of SEA0400 on the recovery of the caffeine induced [Ca2+]i
elevation was determined. The level of inhibition was calculated by comparing the recovery kinetics
of caffeine transients from control, SEA0400-treated and Ni2+-blocked cardiomyocytes. [Ca2+]i
transients were monitored by Fluo-4. Cell shortening was recorded by a video edge detector.
Results: 1uM SEA0400 suppressed both inward and outward exchange currents in a Ca-dependent
fashion (from 60% & 80% at 55 nM to 28% & 40% at 1000 nM, respectively). Thus, the blocking
effect was reduced by ~50% increasing [Ca2+]i from diastolic to systolic level. The rate of decay of
the caffeine transient was also decreased substantially (decay time constant increased from
1.03+0.05 to 1.32£0.06 s), but much less than that by 10 mM NiCl2 (half relaxation time
increased from 1.3£0.1 to 10.1%+1.3 s). Conclusions: Our results suggest, that the blocking effect
of SEA0400 on NCX is strongly dependent on the momentary value of [Ca2+]i, being significantly
lower at systolic than at diastolic levels. This dependence can well explain its relatively minor
functional effects on intracellular calcium handling in canine myocytes.
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determined. To detect the extent of fibrotic areas, histologic samples were stained with
hematoxylin-eosin. The phosphorylation state of Akt-1, GSK-3B, MAPK and PKC cascades were
monitored by Western blotting. Deposition of collagen and activity of plasma BNP (p<0.05) were
significantly elevated in SHR-L and SHR-C groups compared to the CFY group. These parameters
showed improving tendencies due to L-2286 treatment, but these changes were not statistically
significant. The activation of ERK 1/2 was increased (p<0.05), while JNK and p38-MAPK were not
altered significantly (p>0.05) by L-2286 treatment. The phosphorylation of Akt-1, GSK-3p and PKC
€ were increased significantly (p<0.01), while the activity of PKC a/B, ¢ were mitigated (p<0.05 vs.
SHR-C) by L-2286 administration. Echocardiographic measurements showed that ejection fraction
and fractional shortening did not differ significantly among the three groups, while LV end-diastolic
and end-systolic volumes increased significantly (p<0.05 SHR-L and SHR-C vs CFY). The thickness
of the LV wall (posterior wall and septum) and the mass of LVs were significantly increased in SHRs
(p<0.05 vs CFY). These parameters could be significantly decreased (p<0.05) by L-2286 treatment
in SHR-L compared to SHR-C group. In conclusion, we could detect the signs of LV hypertrophy in
SHR group. Our results suggest that PARP inhibition with L-2286 treatment can have beneficial
effect on the development of left ventricular hypertrophy in young SHRs.
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Diasztolés diszfunkcio diabéteszes cardiomyopathiaban: a fibrozis, a glikaciés
végtermékek és a passziv szivizomsejt-fesziilés szerepe

Diastolic stiffness of the failing diabetic heart: importance of fibrosis, advanced glycation end
products and myocyte resting tension

Experimentalis kardioldgia (9)

diabetes mellitus, heart failure, diastolic function, fibrosis, AGEs, cardiomyocyte resting tension

ifj. ElIGadas (10 perc + 5 perc vita)

BEVEZETES: Diabetes mellitusban (DM) szenvedd betegekben a sziv diasztolés diszfunkcidja fontos
szerepet jatszik a szivelégtelenség kialakuldsaban. Ismert, hogy a DM a glikaciés végtermékek
(AGEs) és a kollagén miokardiumban toérténd lerakddasa Gtjan karositja a bal kamra diasztolés
funkcidéjat. Az is tudott, hogy els6sorban diasztolés szivelégtelenségben szenvedd betegekben a
szivizomsejtek emelkedett passziv feszlilése szerepet jatszik a bal kamra koros fesziilésében. Jelen
tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy a fibrézis, az AGEs lerakddasa és a szivizomsejtek passziv
feszlilése milyen mértékben jarul hozzd a diasztolés diszfunkcidhoz szisztolés és diasztolés
szivelégtelenségben. MODSZEREK ES EREDMENYEK: 28 diasztolés és 36 szisztolés
szivelégtelenségben szenveds, ép koszorusér-statusszal rendelkez6 betegbdl szarmazé bal kamrai
endomiokardidlis biopszidkat dolgoztunk fel, akik kozll 16, illetve 10 beteg volt diabeteses.
Meghataroztuk a szivizommintdk kollagén- és AGEs tartalmat, valamint a biopszidkbdl izolalt
szivizomsejtek passziv erejét. A diabeteses betegekben emelkedett in vivo diasztolés fesziilést
mértunk tekintet nélkll a bal kamrai szisztolés funkcidra. Szisztolés szivelégtelenségben szenvedd
diabeteses betegekben nagyobb kollagén térfogat aranyt talaltunk (14.6+1.0% vs. 22.4+2.2%,
P<0.001), mig a diasztolés szivelégtelen betegekben a szivizomsejtek passziv feszlilése bizonyult
magasabbnak (5.1+0.7 vs. 8.5+0.9 kN/m2, P=0.006). A diabeteses szisztolés szivelégtelen
betegekben nagyobb mértékl AGEs lerakddast figyeltiink meg (8.8+2.5 vs. 24.1+3.8 score/mm?2;
P=0.005), mint diasztolés szivelégtelen betegekben (8.2+2.5 vs. 15.7£2.7 score/mm2, P=NS).
KOVETKEZTETESEK: Diabeteses betegekben a szivizom megnévekedett diasztolés fesziiléséért
eltér6 mechanizmusok felelések szisztolés és diasztolés szivelégtelenségben: szisztolés
szivelégtelenségben elsGsorban a fibrézis és az AGEs lerakddasa, mig diasztolés
szivelégtelenségben a szivizomsejtek kdrosan emelkedett passziv feszlilése jatszhat szerepet.

BACKGROUND: Excessive diastolic left ventricular stiffness is an important contributor to heart
failure in patients with diabetes mellitus. Diabetes is presumed to increase stiffness through
myocardial deposition of collagen and advanced glycation end products (AGEs). Cardiomyocyte
resting tension also elevates stiffness, especially in heart failure with normal left ventricular
ejection fraction (LVEF). The contribution to diastolic stiffness of fibrosis, AGEs, and cardiomyocyte
resting tension was assessed in diabetic heart failure patients with normal or reduced LVEF.
METHODS AND RESULTS: Left ventricular endomyocardial biopsy samples were procured in 28
patients with normal LVEF and 36 patients with reduced LVEF, all without coronary artery disease.
Sixteen patients with normal LVEF and 10 with reduced LVEF had diabetes mellitus. Biopsy samples
were used for quantification of collagen and AGEs and for isolation of cardiomyocytes to measure
resting tension. Diabetic heart failure patients had higher diastolic left ventricular stiffness
irrespective of LVEF. Diabetes mellitus increased the myocardial collagen volume fraction only in
patients with reduced LVEF (from 14.6+£1.0% to 22.4+2.2%, P<0.001) and increased
cardiomyocyte resting tension only in patients with normal LVEF (from 5.1+0.7 to 8.5+£0.9 kN/m2,
P=0.006). Diabetes increased myocardial AGE deposition in patients with reduced LVEF (from
8.8+£2.5 to 24.1+£3.8 score/mm2; P=0.005) and less so in patients with normal LVEF (from
8.2+2.5 to 15.7+2.7 score/mm2, P=NS). CONCLUSIONS: Mechanisms responsible for the
increased diastolic stiffness of the diabetic heart differ in heart failure with reduced and normal
LVEF: fibrosis and AGEs are more important when LVEF is reduced, whereas cardiomyocyte resting
tension is more important when LVEF is normal.
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A mitokondriumok szerepe iszkémiaban karosodott szivizomsejtek megmentésében

Neighboring healthy cells rescue cardiomyocytes from post-ischemic injury through a mitochondria-
dependent process

Experimentalis kardioldgia (9)
mitochondria, oxidative stress, ischemia-reperfusion
ifj. El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Bevezetés: A mitokondriumok biztositjdk a sejt mikodéséhez sziikséges energiat, de szereplk a
sejthalal folyamataban is bizonyitott kdros folyamatokban, igy iszkémia, szivelégtelenség és
kardiomiopatia esetén is. Korabbi tanulmanyok szerint két sejt kozott lehetséges a mitokondriumok
kicserél(Edése, aminek a sejt energiahidanyanak helyredllitdsdban lehet szerepe. Kisérleteinkben
oxigén és glukoz egyideji megvonasaval (OGD) iszkémias allapotot modelleztiink szivizomsejteken,
majd azt vizsgaltuk, megmenthetEek-e a karosodott sejtek egészséges szivizomsejtek
hozzaadasaval; illetve, hogy milyen szerepe lehet a mitokondriumoknak ebben a folyamatban.
Mddszerek: Vybrant DIO fluoreszcens festékkel jelolt patkany szivizomsejteket (H9C2) 2,5 éras
OGD kezelésnek vetettilk ala, majd Vybrant DID-del jelolt egészséges szivizomsejteket vagy
etidium-bromiddal (EtBr) kezelt sejteket adtunk hozzajuk, és 24 o6ra mulva felvételeket
készitettlink roluk konfokalis mikroszkoppal. Az EtBr (50ng/ml, 30 napon at) a mitokondrialis DNS-
t karositja. Az éICE és a halott sejtek aranyat sejtszdmlalé programmal hatdroztuk meg.
Eredmények: Az egészséges HIC2 sejtek javitottdk az OGD-n atesett szivizomsejtek tulélési
aranyat (11,5+4,2% vs. 56,9+20,6%, p<0,05), Az EtBr-al kezelt sejtek hozzdadasat kovetEen
azonban a tulélCE sejtek szdma a kontroll szinthez hasonléra csékkent (11,5+4,2% vs. 21,9+7,9%,
p=0,51). Mito-tracker festékkel jel6lt sejtekrCEl készilt nagyfelbontasu felvételek azt mutatjak,
hogy a mitokondriumok kozvetlen kapcsolatokon keresztlil képesek &tjutni egyik sejtbCEl a
masikba. A sejtkultirdhoz kivlUlrCEl adott izoldlt mitokondriumok nem épiiltek be a
szivizomsejtekbe. Kovetkeztetés: Az egészséges sejtek képesek megmenteni az oxidativ
stresszben karosodott szivizomsejtek nagy részét. Az egészséges mitokondriumok jelentCEs
szerepet jatszanak ebben a folyamatban az energiaszint visszadalitdsaval a karosult sejtekben,
vagy pedig a sérilt mitokondriumokbdl felszabaduld sejthalalhoz vezetE jelek gatlasaval. OTKA
D45933, T049621, AOU 666u5, Bélyai és Oveges Osztondijak

Background: Mitochondria are the sources of energy in cardiac cells and they are also responsible
for initiating cell death in various pathologies such as ischemia-reperfusion injury, cardiomyopathy,
and congestive heart failure. Previous studies showed that mitochondria may be swapped between
two cells which may have a role in the restoration of cellular energy failure. In this study we
mimicked ischemic injury using the oxygen-glucose deprivation model (OGD) and monitored if the
addition of healthy or mitochondria-depleted cardiomyocytes can save OGD treated cells from post-
ischemic injury. Methods: Vybrant DIO fluorescent-labeled rat cardiomyocytes (H9C2) were treated
with OGD for 2.5 hours. Vybrant DID-labeled healthy or mitochondria-depleted cells were added
after OGD and co-cultured for 24 hours. Mitochondria-depletion was achieved by pre-incubation of
the cells with ethidium-bromide for one month (50ng/ml). Fluorescent microphotographs were
taken by a confocal microscope and the live-dead cell ratio was calculated using a cell counter
program. Results: Addition of healthy H9C2 cells significantly improved the survival of the OGD
treated cells (11,5+4,2% vs. 56,9+20,6%, p<0,05). In case the rescue cells were depleted from
their mitochondria pool, this effect was much less effective (11,5+4,2% vs. 21,9+7,9%, p=0,51).
High-resolution confocal time-lapse imaging of cells stained with mito-tracker dyes indicated that
mitochondria may be transferred from one cell to the other through direct contact. Addition of
isolated mitochondria to the culture did not result in incorporation of the organelles into the cells.
Conclusion: Addition of healthy cells to severly injured post-ischemic cardiomyocytes can rescue
the majority of cells form death. Healthy mitochondria play a crucial role in this process either by
restoring energy levels in the dying cells or by inhibiting cell death signals of damaged
mitochondria. Supported by OTKA D45933, T049621, AOU 666u5, Bélyai and Oveges Fellowships.
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A Na+/Ca2+ cseremechanizmust blokkolé SEA0400 hatasa intracellularis Ca2+
koncentracio fiiggé kutya balkamrai szivizomsejtekben

The effect of the NCX inhibitor SEA0400 is intracellular Ca2+ level dependent in canine ventricular
myocytes.

Experimentalis kardioldgia (9)
Na+/Ca2+ exchanger, NCX inhibitor, SEA0400, calcium transient, dog ventricular myocytes
El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Bevezetés: Patch clamp kisérletekben megallapitottuk, hogy a szelektiv NCX gatldé SEA0400,
alacsony [Ca2+]i szint mellett 1uM koncentraciéban hatdsosan (50-80%) blokkolja az NCX aramot.
Ugyanakkor a [Ca2+]i tranziensben és kontrakcidban vart jelentds valtozasokat nem észleltiik sem
izolalt kontrahdld szivizomsejteken sem perfundalt sziven. Az ellentmondasos eredmények egyik
lehetséges magyarazata, hogy az NCX gatlas mértéke a szivciklus soran nem allandé. Ezért jelen
munkank célja az volt, hogy meghatarozzuk a SEA0400 NCX gatlé hatasanak intracellularis kalcium
fliggését. Moddszerek: Patch clamp kisérletekben az NCX &ramot nikkel-szenzitiv aramként
hataroztuk meg pipetta oldatokkal beallitott 55, 140, 500 és 1000 nM [Ca2+]i szintek mellett. Egy
tortén6é megnyulasat mértiik, és a gatlas mértékét a kontroll, a SEA0400 kezelt és a Ni2+-gatolt
coffein tranziensek relaxacids kinetikdjanak 6sszehasonlitdsdbdl hataroztuk meg. Az [Ca2+]i
véltozadsait Fluo-4 festékkel monitoroztuk, a sejtrovidulést -video edge- detektorral kovettiik.
Eredmények: 1uM SEA0400 mind az inward, mind az outward NCX dramot [Ca2+]i figgé mddon
blokkolta (55nM [Ca2+]i esetén 60-80%-kal, mig 1uM [Ca2+]i mellett 28-40%-kal). Azaz a gatld
hatds ~50%-al csokkent a diasztolés értékrdl szisztolés értékre névekedett [Ca2+]i szintek esetén.
A koffein tranziens relaxaciés id6allandéja ugyancsak megnétt (1.03+0.05-r6l 1.32+0.06-ra), de
jelentésen elmaradt a 10 mM Ni2+ jelenlétében tapasztalt névekedéstdl (fél relaxaciés idé:
1.3+0.1 s-rél 10.1+1.3 s-ra). Kovetkeztetések: Eredményeink bizonyitjak, hogy a SEA0400 NCX-re
gyakorolt blokkold hatdsa er6sen fiigg a pillanatnyi [Ca2+]i értékétdl és szignifikdnsan alacsonyabb
szisztolés, mint diasztolés calcium koncentracidk esetén. Ez a Ca-fliggés jol magyarazza a gatlészer
viszonylag kismértékl hatasat az intracellularis calcium homeosztazisra.

Background: In previous patch clamp experiments we found that in 1 pM concentration SEA0400, a
selective NCX inhibitor, effectively blocks NCX current at low [Ca2+]i levels (50-80%). The
expected major shifts in [Ca2+]i transient and contractility, however, were not observed in isolated
paced cardiomyocytes or perfused hearts. A feasible explanation for these contraversial results
may be, that the level of blockade is modulated during cardiac cycle. The aim of this study was to
evaluate the calcium dependence of the inhibitory effect of SEA0400 in canine ventricular
myocytes. Methods: In patch clamp experiments the NCX current was determined as the Ni2+
sensitive current at four (55, 140, 500, 1000 nM [Ca2+]i) pipette solutions. In other set of
measurements the lengthening effect of SEA0400 on the recovery of the caffeine induced [Ca2+]i
elevation was determined. The level of inhibition was calculated by comparing the recovery kinetics
of caffeine transients from control, SEA0400-treated and Ni2+-blocked cardiomyocytes. [Ca2+]i
transients were monitored by Fluo-4. Cell shortening was recorded by a video edge detector.
Results: 1uM SEA0400 suppressed both inward and outward exchange currents in a Ca-dependent
fashion (from 60% & 80% at 55 nM to 28% & 40% at 1000 nM, respectively). Thus, the blocking
effect was reduced by ~50% increasing [Ca2+]i from diastolic to systolic level. The rate of decay of
the caffeine transient was also decreased substantially (decay time constant increased from
1.03+0.05 to 1.32£0.06 s), but much less than that by 10 mM NiCl2 (half relaxation time
increased from 1.3£0.1 to 10.1%+1.3 s). Conclusions: Our results suggest, that the blocking effect
of SEA0400 on NCX is strongly dependent on the momentary value of [Ca2+]i, being significantly
lower at systolic than at diastolic levels. This dependence can well explain its relatively minor
functional effects on intracellular calcium handling in canine myocytes.



Sorszam

Szerz6k neve

Cim (magyar)
Cim (angol)
Téma
Kulcsszavak
Tipus

Absztrakt (magyar)

Absztrakt (angol)

174.

Szabo Gergely, Szab6 Adrienn, Norbert Szentandrassy, Birinyi Péter, Horvath Balazs,
Banyasz Tamas, Marton Ildiké, Nanasi Péter Pal, Magyar Janos
Debreceni Egyetem OEC Elettani Intézet; Debreceni Egyetem OEC Fogdszati Klinika

Az articain elektrofiziol6giai sajatsagai izolalt szivizom sejteken
Cardiac electrophysiological profile of articaine

Experimentalis kardioldgia (9)

local anaesthetics, articaine, cardiomyocytes, action potential, ion currents
El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Hattér: Széleskorl fogdaszati anesztezioldgiai alkalmazasa ellenére kevés informacionk van az
articain (Ultracain) szivizomsejtekre kifejtett hatasardl. Jelen kisérletben az articain koncentracio-
fugg6 hatasait vizsgaltuk az akcids potencidl morfoldgidra és az azt kialakité iondramokra, kutya
kamrai szivizom sejteken. Mdédszerek: A sziv enzimatikus emésztése utan hegyes mikroelektroda
technikaval mértik az izolalt sejtek akcids potencialjait. Az articain iondramokra kifejtett hatasanak
vizsgdlatara hagyomanyos patch clamp és akcidos potencial clamp technikat hasznaltunk.
Eredmények: Az articain koncentracié figgé maoddon roéviditette az akcids potencidl idGtartamat
(APD), cstkentette amplituddjat (APA) és a depolarizacid maximalis sebességét (Vmax), gatolta a
korai repolarizaciot és deprimalta a platot. A Vmax gatlas EC50 értéke 162+30 pM-nak adddott.
Feszliltség clamp korlilmények kozott mérve a kévetkezd ionaramokat gatolta az articain: ICa
(EC50 = 471475 uM), Ito (EC50 = 365+62 pM), IK1 (EC50 = 372446 uM), IKr (EC50 = 278+79
HUM), és IKs (EC50 = 326+65 uM). Az ioncsatornakon az articainnak egy kotdhelye lehet, amit a Hill
koefficiens egyhez kozeli értéke jelez, kivéve az IK1 esetében. Konkluzié: Az articain csak a
terdpids tartomanyndl nagyobb koncentracidk esetében mddositotta jelentésen a sziv akcids
potencidljat és az iondramokat, ami csak tuladagolas esetén képzelhetd el. Mivel az articain
félhatasos koncentraciéi azonos nagysagrendbe esnek a kifelé és a befelé irdnyuld iondramok
esetén, az akcids potencial morfoldgia intoxikacio esetén sem valtozik szamottevden.

Background: In spite of its widespread clinical application of articaine there is little information on
the cellular cardiac effects of the drug. In the present study, therefore, the concentration-
dependent effects of articaine on action potential morphology and the underlying ion currents were
studied in isolated canine ventricular cardiomyocytes. Methods: Action potentials were recorded
from the enzymatically dispersed cells using sharp microelectrodes. Conventional patch clamp and
action potential voltage clamp arrangements were used to study the effects of articaine on the
transmembrane ion currents. Results: Articaine induced concentration-dependent changes in action
potential configuration including shortening of the action potentials, reduction of their amplitude
and maximum velocity of depolarization (Vmax), suppression of early repolarization and depression
of plateau. The EC50 value obtained for the Vmax block was162+30 pM. Under voltage clamp
conditions a variety of ion currents were blocked by articaine: ICa (EC50 = 471+75 uM), Ito (EC50
= 365+62 uM), IK1 (EC50 = 372+46 uM), IKr (EC50 = 278+79 pM), and IKs (EC50 = 326+65
MM). The Hill coefficients were close to unity indicating a single binding site for articaine, except for
IK1. Conclusions: Articaine can modify cardiac action potentials and ion currents at concentrations
higher than the therapeutic range which can be achieved only by overdose. Since its suppressive
effects on the inward and outward currents are relatively well balanced, the articaine-induced
changes on action potential morphology can be moderate even in case of intoxication.



