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1. Bevezetés és Irodalmi Attekintés

1.1. A szivelégtelenség definicidja és klinikai vonatkozasai

A szivelégtelenség egy komplex klinikai szindroéma, melynek oka lehet barmely olyan
strukturalis vagy funkcionalis kardialis miikddészavar, amely a bal kamra (BK) szisztolés
¢és/vagy diasztolés funkcidjat karositja.

Napjainkban a szivelégtelenség a vezetd haldlokok kozott szerepel szerte a vilagon. A
betegség el6fordulasi gyakorisaga riasztd méreteket oOlt, kiilonosen az iparilag fejlett
orszagokban. A szivelégtelenség kezelésében az elmult évtizedben bekovetkezett jelentds
fejlodés ellenére a betegség mortalitasa jelenleg is eléri, vagy meg is haladja a malignus
betegségekét. Ez arra hivja fel a figyelmet, hogy silirgetd lenne Uj terapids lehetdségek
keresése €s azok minél szélesebb korli alkalmazasa. Mind a nagy betegszdmu, randomizalt,
prospektiv klinikai vizsgalatok, mind a betegség molekuldris patofiziologiai hatterének
részletes feltarasat célzo alapkutatasok kiemelten fontos szereppel birnak a betegség elleni
kiizdelemben.

Kronikus szivelégtelenség soran a szivizomzatban koros remodellacié jon létre, melynek
okai részben a szivelégtelenséget kivaltd tényezdkben, részben pedig a neurohumoralis
kompenzaciés mechanizmusokra adott maladaptiv miokardialis valaszokban keresendok. Az
elonytelen hemodinamikai paraméterek, a miokardiumban fennallo iszkémia, valamint a
szivizomkarosodas és/vagy szivizomelhalas mind a sziv koros atépiiléséhez vezetnek, amely
folyamat romlé szivizomfunkcioval, valamint megvaltozott szivgeometriaval jellemezhetd.
Ennek kovetkeztében csokken az ejekcios frakcio €s a perctérfogat, melyre a neurohumoralis
rendszer fokozott aktivitassal reagal: a mellékvesékbdl kidramld katekolaminok elsésorban a
szivre gyakorolt pozitiv ino- és kronotrép hatasokkal, a renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszer aktivalodasa pedig a fokozott vizvisszatartassal ¢€és az erekre gyakorolt
vazokonstrikcioval igyekszik a normalis vérnyomast és perctérfogatot fenntartani.

Napjainkban a hagyomanyos szivelégtelenség-terapia soran az életmodbeli valtoztatasokon
tul a legtobb esetben indokolt bizonyos gyodgyszerek alkalmazasa mar a betegség korai
stadiumaban is. Azonban a betegek egy részének a maximalis toleralt dozisra feltitralt
farmakologiai terapia sem csokkenti panaszait, tiineteit, €letmindségiik és életkilatasuk
tovabbra is kedvezdétlen marad. A kronikus szivelégtelenségben szenvedd, hagyomanyos
gyogyszeres kezelésre nem reagald betegek esetében tijabban lehetéség nyilik az un. Ca®'-
érzékenyitd kezelés alkalmazisara. A Ca2+-érzékenyit6k a szivglikozidokkal és

katekolaminokkal ellentétben a szivizom teljesitményének fokozasat nem az intracellularis
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Ca’*-koncentracio ([Ca’*];) ndvelésén keresztiil, hanem koézvetleniil a kontraktilis fehérjékre
hatva érik el. Ezen tulajdonsaguk csokkentheti a Ca**-terhelésbdl adoédd nem kivénatos
hatasokat, mivel a Ca2+-érzékenyit6 szerek a sziv kontraktilitasat elviekben az
oxigénfogyasztas emelése és sulyos ritmuszavarok kivaltasa nélkiil fokozzak.

Tekintettel a szivelégtelenség magas morbiditdsi és mortalitdsi adataira, a betegség

molekularis patofizioldgiai hatterének jobb megismerése kiemelt fontossagu.

1.2. A szivelégtelenség molekularis hattere

A szivelégtelenség soran létrejove szivizom-remodellacid molekuldris hatterét jelentOs
részben a szivizomsejtek kontraktilis fehérjéinek és intracellularis Ca?*-haztartasat szabalyzo
fehérjéinek megvaltozott expresszidja, foszforilacios allapota, szerkezeti és funkcionalis
eltérései adjak. A szivelégtelenségben kialakuld6 molekularis véltozasokrol az irodalomban
eddig Osszegyllt adatok tobb szempontbdl nyujtottak felvildgositast, ugyanakkor a mai napig
maradtak tisztazatlan és ellentmondésos kérdések. Ezek tisztdzasanak egyik lehetséges modja
olyan allatmodellek 1étrehozéasa, melyek nagymértékben utdnozzak a human patologiat, teret
biztositva igy a potencialisan 0j terapids probalkozasoknak is.

A kronikus szivelégtelenségben megfigyelt miokardialis remodelling hatterében allo
fehérje modosulasok hatissal vannak a miokardium struktirdjara, valamint felelosek a
sejtfunkciokban bekovetkezd zavarokért az intracellularis jelatviteltdl a szivizomsejt
kontraktilitason at a sejtek metabolizmusaig. Human szivelégtelenséggel kapcsolatos korabbi
tanulmanyokban azt talaltak, hogy a csokkend hatékonysagot mutatd [3-adrenerg jelatvitel az
alacsonyabb proteinkinaz A (PKA)-medialt troponin I (Tnl) és miozin kot6 C fehérje (MyBP-
C) foszforilacion keresztiil a szivizom megndvekedett Ca2+-érzékenységéhez vezet. Tény
azonban, hogy ezen Osszefliggés nem volt egyontetiien igazolhaté a szivelégtelenség
valamennyi allatmodelljében. Az ellentmondasok hatterében a human patologia komplexitasa,
a human szivizommintakhoz valé hozzaférés nehézségel, valamint a nagy- és kisallat
modellek jelatviteli tvonalai kozti lehetséges kiilonbségek egyarant allhatnak. Ezért a
szivelégtelenség megfelelé allatmodelljeiben végzett megfigyelések kiemelt fontossaggal és
direkt relevanciaval birhatnak a human szivelégtelenség soran 1étrejové fehérje modosulasok

tisztazasara nézve.



1.3. A kontraktilis eré Ca**-fiiggése

A sziv miofibrillaris struktarai altal generalt erd Ca2+-ﬁiggését intakt szivizomzaton nehéz
meghatarozni, mert a mioplazmatikus Ca®*-koncentracid ([Ca*']) a szivciklus alatt
folyamatosan és igen gyorsan valtozik. A  kontraktilis er6 [Ca®']-fiiggésének
tanulmanyozasara leggyakrabban sejtmembranjuktoél megfosztott, tin. ,,nyGzott” (mas néven
»skinned”) preparatumokat alkalmaznak. Az ilyen preparatumok mioplazmatikus terében a
szabad [Ca’'] szabalyozhatd, a generlt erd pedig kontrollalt szarkomerhosszak mellett
egyidejiileg mérhet6. Amennyiben az erdértékeket a [Ca2+] fliggvényben abrazoljuk, ugy
jellegzetes szigmoid lefutasa gorbét kapunk. A [Ca?*] kifejezésére rendszerint a molaris érték
10-es alapu logaritmusanak —1-szeresét alkalmazzik (pCa), igy pCa-eré Osszefliggésrol is
beszélhetiink. A szigmoid lefutds gorbe az un. Hill-egyenlettel illeszthetd, mely a
kontraktilis rendszer altal generalt erd Ca2+-f1'jggésének legfontosabb mennyiségi jellemzdit
tartalmazza. A "félmaximalis" eré eléréséhez sziikséges [Ca®'], a [Casg] (vagy pCaso), a
kontraktilis apparatus Ca?* iranti érzékenységét onmagéaban jellemz6 paraméter.

A pCasy novekedése ([Caso] csokkenése) a Ca®*-erf Osszefiiggés balra tolodasaval (Ca2+-
érzékenység fokozodas, pl. a szarkomerhossz ndvelése vagy Ca2+-érzékenyit6 szerek adasa
révén) jar egyiitt, a pCaso csokkenése ([Caso] novekedése) ezzel ellentétes hatasu (Ca2+-
érzékenység csokkenés, pl. B-adrenerg inger hatasara). A Hill-koefficiens (nHill) a szigmoid
gorbe meredekségére, és egyuttal a kontraktilis rendszeren beliili kooperativitds mértékére

jellemzd adat.

1.4. B-adrenerg szignalizacié és szivizomsejt kontraktilitis a normal és a szivelégtelen

szivben

A szivizomsejtek kontraktilitdisanak fokozodasa a [-adrenerg stimuldcido szimpatikus
idegrendszeri aktivacidjan keresztiil valosulhat meg. A P-adrenerg receptorok aktivacidja
szamos membran- ¢€s intracellularis fehérje PKA-medialt foszforilacidjahoz vezet (pl. L-
tipust Ca?*-csatorna, rianodin receptor, foszfolamban). Ezen fehérjék foszforilacidja a
citoszolikus [Ca**] fokozodasat, valamint a szarkoplazmatikus retikulum Ca?*-ATPaz
(SERCA2) megndvekedett aktivitasat eredményezi, amely fokozott szarkoplazmatikus Ca?*
felvételhez vezet. A magasabb szisztolés citoszdlikus [Ca*] és szarkoplazmatikus Ca®*-
toltottség a szivizomsejtek kontraktilis erejének fokozodasat idézik eld. A B-adrenerg rendszer
aktivalodasa a miofilamentumok szintjén is szdmos fehérje foszforilaciojat eredményezi, ami

a szivizomsejtek kontraktilitdsait meghataroz6 kiillonb6z6 miofilamentaris paramétereket



(maximalis erégenerald képesség, Ca**-érzékenység, passziv fesziilés) érinté valtozasokban
nyilvanul meg. A vékony filamentumok Tnl fehérjéjének, valamint a vastag filamentumok
MyBP-C-jének PKA-medialt foszforilacidja csokkenti a miofilamentumok —Ca®*-
(pozitiv luzitropia). Szamos tanulmany szamolt be a szivizomsejtek elasztikus tulajdonsagait
meghataroz6 szarkomerikus oriasfehérje, a titin molekula PKA-medialt foszforilacidjanak a
szivizomsejtek passziv fesziilésében betoltott szabalyozd szerepérdl is.

Az egészséges szivben a fokozott B-adrenerg stimulaciora bekdvetkezd kontraktilis erd
fokozodas, Ca®*-érzékenység csokkenés, és az ezekbdl adddd pozitiv inotrop és luzitrop
valaszok eldny0s hatdsokkal birnak a sziv teljesitoképességére nézve. Szivelégtelenség soran
a fokozott neurohumoralis stimulaci6 kompenzalni igyekszik a sziv csokkent
pumpafunkcidjat. Bar ez a folyamat a szivizom kontrakcids erejének fenntartasat célozza,
végsO soron hatranyosan érinti a szivizomzatot, mivel az egyes kindzok és foszfatazok kozotti
egyensuly felboruldsahoz, koros szivizom atépiiléshez, valamint a szabalyzé fehérjék olyan
foszforilacids véltozasaihoz vezet, amelyek kérositjak a szivizomsejtek funkcioit. Igy a
kronikus szivelégtelenség sordn 1étrejovo fokozott neurohumoralis stimulaci6 kdvetkeztében a
B-adrenerg jelatviteli utvonal deszenzitizalddik, ezzel limitalva a sziv valaszadd képességét a
fokozott terhelésre. A deszenzitizaci6 a P-receptorok down-regulacidja révén a Ca*'-
homeosztazisban résztvevo-, valamint a miofilamentaris fehérjék csokkent PKA-medialt
foszforilacigjat eredményezi. Ezen csokkent PKA-medialt foszforilacio a Ca?*-tranziens
besziikiiléséhez, a miofilamentumok fokozott ~Ca**-érzékenységéhez, valamint a
szivizomsejtek megnovekedett passziv fesziiléséhez vezet.

A szivelégtelenség allatmodelljeiben kozelmultban végzett tanulmanyok a human
szivelégtelenségben megfigyeltekhez hasonloan a szivizomsejtek olyan valtozasairdl
szamolnak be, amely a miofilamentumok Ca®*-érzékenységét, ergeneralasi képességét,
valamint a szivizomsejtek passziv fesziilését érintik. EQy poszt-infarktusos sertés modellben
az infarktusos teriiletekrél nyert szivizomsejtek fokozott Ca®*-érzékenységét igazoltak, melyet
a sejtek in vitro PKA oldatban torténd inkubalasa normalizalt. Ezzel ellentétesen
patkanyokban kronikus nyomaésterheléssel, valamint miokardidlis infarktus eldidézésével
kivaltott szivelégtelenség soran a kontroll allatokhoz képest csokkent Caz+-érzékenységet,
tovabba magasabb Tnl foszforilaciot talaltak. Ezen eltéréseket a fokozott PKCa aktivitassal és
szignalizacioval magyaraztak. A maximalis Ca®*-aktivalta erét (F,) szignifikansan
alacsonyabbnak talaltak nemcsak a szivelégtelenség fenti poszt-iszkémias sertés €s patkany

modelljeiben, de hasonlo egér modellbdl nyert, remodellacion atesett szivizomsejtekben is
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kontrollokhoz képest. A szivizomsejtek passziv fesziilésében (F,q-n) megfigyelt valtozasokat
szintén relevansnak gondoljak a szivizomban 1étrejové mechanikai diszfunkcié kialakulasa
kapcsan. Jollehet, a poszt-iszkémids egér-, valamint sertés modellben a Fu -0 NEM

kiilonbozott jelentds mértékben a szivelégtelen és kontroll szivek kozott.

1.5. Az elektromos ingerléssel Kkivaltott szivelégtelenségben megfigyelt regionalis

kiilonbségek

A szivelégtelenség egyik bevalt nagyallat modelljét a sziv folyamatos, a spontan
szivfrekvencia harom-négyszeresével torténé elektromos ingerlésével hozzak 1étre
legtobbszor kutyakban, sertésekben, birkakban és majmokban. Ezen modellre jellemzéek a
funkcionalis és molekularis remodellacioban fellelhetd regionalis kiilonbségek. Az
elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség kutya modelljében példaul regionalis
kiilonbségeket észleltek az akcids potencidl meghosszabboddsanak, valamint a Ca®*-
homeosztazis zavarainak mértékében, tovabba, ezen szivek reszinkronizacios terapiaja is
eltéré valaszokhoz vezetett. A szivelégtelenség egyik sertés modelljében a tartos elektromos
ingerlés indukalta bal kamrai (BK) aszinkrénia nagyobb mértékben csokkentette a BK
szisztolés falvastagodast ¢s cirkumferencidlis rovidiilést az anterior/anterolateralis
(kozvetleniil ingerelt), mint az inferoszeptalis régioban (kozvetleniil nem ingerelt ellenoldal).
Ezen valtozasok a minden régioban egységesen bekovetkez6 magasabb glikoz felvételtdl
fliggetleniil jottek 1étre. Ugyanakkor ezek az eltérések jol korrelaltak a natriuretikus peptidek
aszimmetrikus miokardialis expresszidjaval.

Kutatdsaim soran tisztazni kivantam, hogy az elektromos ingerléssel kivaltott
szivelégtelenség sertés modelljében in vivo megfigyelt regionalis kontraktilis diszfunkcio
hatterében felismerhetdek-e a miofibrillaris fehérjék PKA-dependens foszforilacidjanak

valtozasai.

1.6. A Ca’*-érzékenyitdk szerepe szivelégtelenségben

A vékony filamentumokat alkotd troponin komplex kdzponti szerepet tolt be a sziv
kontraktilis folyamatainak szabalyozasaban. A troponin komplex egyik alegysége, a TnC
molekula a miofibrillaris rendszer Ca?*-kot8 fehérjéjeként szolgal. Ca®*-szenzor funkcidjanak
koszonhetéen molekularis kapcsoloként funkcional, amely a sziv szisztolés és diasztolés
fazisai alatt az intracellularis [Ca?'] fiiggvényében be- és kikapcsolja a kontraktilis apparétus

erdgeneral6 funkciojat.



A kronikus szivelégtelenségben hasznalt Ca®*-érzékenyiték olyan kardiotonias hatéssal
bir6 agensek, melyek pozitiv inotrop hatdsaikat a szivizom excitacios-kontrakcios
kapcsolasanak befolydsolasaval érik el. Ezen anyagok miofilamentaris szinten a TnC
fehérjével 1étrejovo interakcion, a vékony filamentumok regulator helyein, és/vagy a
keresztkotési kinetika direkt szabalyozasan keresztiil javitjak a kontraktilis apparatus Ca®*-ra
adott valaszat. Hatasmechanizmusuk eredményeként a pozitiv inotropia valtozatlan
intracellularis [Ca®] mellett jon 1étre, ami csokkenti a Ca®*-tulterhelésbél ad6dod
ritmuszavarok el6forduldsanak lehetdségét.

A szamos Ca®*-érzékenyits vegyiilet koziil az egyik legrégebb 6ta kutatott molekula a
levosimendan, amely pozitiv inotrop hatasa mellett egyéb, a sziv- és érrendszerre gyakorolt
jotékony hatassal is bir (vazodilatacié, kardioprotekcio, foszfodiészteraz-gatlo), melyeket
részben aktiv metabolitja (OR-1896) révén fejt ki. A szer a TnC fehérjéhez torténd Ca?*-
kotédés modulalasaval, lényegében a fehérje Ca**-kotott allapotanak stabilizalasaval fejti ki
Ca’*-szenzitizald hatasat, a szivizomsejtek maximalis Ca®*-aktivalta erejének befolyasolasa
neélkiil.

Erdekes megfigyelés, hogy kozvetlen miofilamentaris hatasok olyan vegyiiletek esetén is
kialakulhatnak, melyek fejlesztésénél ezzel a tényezdvel kozvetleniil nem szamoltak. A
fantofaron-szarmazék SR33805 pl. egy potens Ca’*-csatorna blokkold, amely feltehetSen a
szivizom miofilamentumainak Ca2+-érzékenységét is fokozza. Egy korabbi tanulmanyban
ugyanis bemutattak, hogy az SR33805 ugyan csokkentette a Ca**-tranziens amplitadoéjat, de
mégis képes volt novelni egészséges patkanyok intakt kamrai szivizomsejtjeinek rovidiilését.
Meglepd volt azonban, hogy az SR33805 a potens Ca’*-antagonizmus ellenére viszonylag
elenyészé negativ inotrop effektussal birt, ahogyan ezt egy nyual szivizom elektromos
stimulacioval kivaltott kontrakcioit vizsgald tanulmany igazolta. Az SR33805 kisebb
koncentracioban alkalmazva egészséges patkany szivizomsejtekben novelte a kontraktilis
er6t, valamint csokkentette a sejtrovidiilés iddtartamat a Ca®*-tranziens jelentésebb
befolyasolasa nélkiil. A szer nagyobb koncentracidkban torténd alkalmazasanal egyértelmi
Ca2+-érzékenyit6 hatast figyeltek meg, mely foként nagyobb szarkomerhosszaknal volt
nyilvanvalo.

A kordbbi preklinikai vizsgalatok alapjan nem vilagos, hogy az SR33805 Ca?*-érzékenyité
hatasa megfigyelhet6-e szivelégtelen miokardiumban torténd alkalmazaskor. Tovabba az sem
eldontétt, hogy az SR33805 Ca’*-érzékenyité hatisa osszefliggésbe hozhaté-e a szivizom

kontraktilitasat szabalyz6 fehérjék foszforilacios allapotaban bekovetkezd valtozasokkal.



2. Ceélkituzések

Tudomanyos kutatasaim soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztam meg:
1. Az elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség nagyallat modelljében meg
kivantam vizsgalni a miokardidlis kontraktilis fehérje foszforilacio feltételezett
rendellenességeit, valamint a szivizomsejtek altal generalt izometrids erd Ca*-

érzékenységének ezzel 6sszefiiggd valtozasait.

2. Poszt-infarktusos patkany modellben tesztelni kivantam - a korosan atépiilt
szivizmon még nem vizsgalt - Ca?*-csatorna blokkol6 SR33805 lehetséges Ca?*-

érzékenyitd hatasait.

3. Anyagok és Modszerek

3.1. Allatkisérletes modellek
3.1.1. Az elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség sertés modellje

10 db him, feln6tt minidisznot (suly: 3540 kg) tartésan miszerekkel szereltek fel az
olaszorszagi Pisa kollaboracids partnerlaboratoriumaban. A szivelégtelenséget a BK anterior
falanak harom héten at tarto 180/min frekvencidval torténd elektromos ingerlésével idézték
elé. A szivelégtelenség (HF) indukcidja akkor volt eredményes, ha a BK végdiasztolés
nyomas meghaladta a 20 Hgmm-t, valamint az ejekcios frakcio kisebb volt, mint 40%.
Kontrollokként kezeletlen egészséges allatok szolgaltak. Az allatokban in vivo
hemodinamikai méréseket, MRI és PET vizsgalatokat végeztek, amelyekkel regionalis
falmozgaszavart detektaltak az ingerelt teriileteken. Az Aallatok szivét ezt kovetden
eltavolitottak, alacsony homérsékleten kisebb darabokra vagtak, majd a BK anterolateralis
(ingerelt), valamint az inferoszeptalis régiot (ellenoldal) kiilonvalasztva a mintakat folyékony
nitrogénben lefagyasztottak (az egyszeriisités végett a kontroll allatoknal is ingerelt, illetve
ellenoldali teriiletként utalunk az adott szivizom régiokra, jollehet, ezen allatok szivét

egyaltalan nem ingerelték).

3.1.2. Poszt-infarktusos patkanymodell

A miokardialis infarktust (MI) 5 hetes him Wistar patkdnyok bal anterior leszallo
koszorterének (LAD) proximalis szegmensébe helyezett permanens ligaturaval idézték el6 a

franciaorszagi Montpellier egyetemi kutatélaboratoriumaban. Kontrollként sham-operalt,



ligatiratol mentes allatok szolgaltak. Az allatokon az infarktust koveté 18. héten in vivo
Kivitelezett echokardiografias, valamint szoveti Doppler mérések torténtek a sziv
kontraktilitasanak megitélése céljabol, intraperitonealisan alkalmazott bolus SR33805 (20
mg/kg) adasa el6tt és utan. Ezt kovetOen az allatok szivét eltavolitottuk, és azokat mechanikai,

valamint biokémiai mérésekre hasznaltuk fel.

3.2. Immunhisztokémia

A sertés szivizommintdkat cryomatrix gyantaba tortén0 agyazast kovetden cryostat
mikrotommal -20 °C-on 10 pum vastagsagu szeletekre metszettiik. Minden tovabbi 1épés
szobahémérsékleten zajlott. Els6dleges antitestként monoklonalis egér anti-Tnl-t hasznaltunk
a foszforilaciotol fiiggetlen (6ssz) Tnl mennyiség, és poliklonalis nytl anti-Tnl antitestet
(foszfo S22 + S23) a PKA-medialt Tnl foszforilacio (P-Tnl) meghatarozasahoz. Ezt egy
¢jszakan at tartd inkubacio kovette +4 °C-on, majd 30 perces inkubacié szobahémérsékleten
anti-egér-Cy3 (piros), valamint anti-nyal-Cy2 (z6ld) masodlagos antitestek jelenlétében. A
szovetmetszetekrol késziilt mikroszkopikus felvételeket NIKON Eclipse 80i Fluorescein

mikroszkoppal, valamint Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkdppal rogzitettiik.

3.3. Tnl back-foszforilacio

A permeabilizalt sertés szivizomsejtekbdl nyert fehérje homogenizatumok Tnl foszforilacids
szintjeinek meghatarozasara back-foszforilacios esszét végeztiink. A szivizomszovetbol
mechanikai izolalassal ¢és Triton-permeabilizalassal membranfosztott szivizomsejteket
nyertiink. A reakcié oldatokhoz hozzaadtuk az izolalt szivizomsejt frakciot, a foszfor 32-es
tdmegszamu izotopjaval (°P) jeldlt ATP-t (végsd specifikus aktivitas: 1500 cpm/pmol),
valamint PKA-t. A reakcié szobahdomérsékleten ment végbe 15 percen keresztiil. A
reakcidoldathoz legvégiil natrium-dodecil-szulfat (SDS) mintapuffert adtunk, és a mintakat 5
percen keresztiil foztiik. A poliakrilamid gél elektroforézist (PAGE) kdvetden a mintakat
nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A foszfatcsoport Tnl fehérjébe vald beépiilését
autoradiografiaval detektaltuk. Az egyes csikok intenzitasértékeit (melyek a foszfat

beépiilését tiikrozték) Image J szoftverrel torténd denzitometralassal hataroztuk meg.

3.4. Western immunoblot

A sertés és patkany szivek BK szovetmintait "radioimmun precipitacios essz¢é", valamint urea
pufferben homogenizaltuk. A homogenizatumok koncentracidinak beallitdsa utdn, a mintakat

10 percig foztik. PAGE-t kovetden a mintakat nitrocellul6z membranokra transzferaltunk. A
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sertés szivizomfehérje mintdkat tartalmazé membranokat Tnl ellenes antitesttel jeloltiik, és a
jelet peroxidazzal konjugalt anti-nyal IgG-specifikus antitesttel detektaltuk. A patkany
szivizomfehérje mintak Ossz Tnl fehérjemennyiségeit szintén Tnl ellenes antitesttel, mig
annak PKA altal foszforilalt formajat foszfo-specifikus antitesttel azonositottuk. A patkany
szivekbdl szarmazé MLC2 izoformékat specifikus kardidlis MLC2 ellenes antitesttel
detektaltuk. A savokat enhanced kemilumineszcencia (ECL) segitségével jelenitettiik meg, a

kiértékelés Image J szoftverben zajlott.

3.5. PKA aktivitas mérés

A fagyasztott patkany BK szovetmintakat felolvasztast kovetéen mechanikailag izolaltuk. A
citoszol frakciot centrifuldléssal szeparaltuk. Az endogén PKA aktivitast szobahdmérsékleten
vizsgaltuk a citoszol frakeiot, **P-al jelolt ATP-t (végsd specifikus aktivitas: 2500 cpm/pmol),
valamint a PKA inhibitor H-89-t vagy az SR33805-t egyarant tartalmazé reakcioelegyben. A
reakciokat a citoszol frakcio hozzaadasaval inditottuk el, majd a reakcid oldatokbol 10 pl-t
foszfocelluldz papirra pipettaztunk 0 és 15 perces idopontokban. A papirok radioaktivitasat
szcintillacios eljarassal detektaltuk. Az SR33805 hatésait a rekombinans moddon eldallitott
PKA molekula aktivitasara nézve is megvizsgaltuk. A PKA aktivitasokat a maximalis
aktivitasra (az inhibitor tavollétében mért aktivitds) normalizalt %-os értekekben fejeztiik ki,

¢s "baseline”-ra (a PKA tavollétében mért baseline aktivitas) korrigaltuk.

3.6. Aramlasi citometria

A BK sertés szivizommintakat (~0,04 g nedves tomeg) mechanikailag izolaltuk, valamint
permeabilizaltuk. Ezt kovetden a szivizomsejteket kettdsen jeloltiik. Elsddleges antitestként
monoklonalis egér anti-Tnl, valamint a foszforilaciora érzékeny poliklonalis nyul anti-Tnl
(foszfo S22 + S23) antitesteket hasznaltunk. Ezt kovetden a Tnl és P-Tnl jelintenzitasok
megjelenitésének céljabol 30 perces inkubacidkat végeztiink jégen anti-egér-Cy3 és anti-nyul-
Cy5 antitestekkel. A sejtszuszpenziokat finoman szonikaltuk, majd azokat egy 50 pum-es
sejtsztirdn filtraltuk keresztiil. Az aramlasi citometriai méréseket FACSArray aramlasi
citométer segitségével végeztik. Az egyes partikulumok fluoreszcencia intenzitasértékeit
csoportonként 6 allatban hataroztuk meg. Allatonként atlagosan 6,000-10,000 partikulumot

vizsgaltunk meg.
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3.7. Eromérések permeabilizalt szivizomsejteken

A sertés- és patkdnyszivekbdl nyert szivizomsejtek mechanikai funkcidjanak mérésére azonos
modszereket alkalmaztunk. Méréseink soran a miofibrillaris funkcido megitélésének céljabol
meghataroztuk a maximalis Ca®'-aktivalta aktiv erdt (Fo), a passziv er6komponenst (Fpass:iv),
a szivizomsejtekben ébredd izometrids erd Ca’’-érzékenységét (pCaso), a Ca*'—erd
Osszefliggés meredekségét jellemzd paramétert (nHill), valamint az eré regeneralodas
sebességi 4llandojat maximalis [Ca®*]-nal (kymax - az aktin-miozin keresztkotési ciklus
maximalis sebességére jellemzé paraméter). Az erémérések soran hasznalt relaxald és
aktivalo oldatok pCa (—log[Ca?']) értékei 10, valamint 4,75 voltak.

Az egyedi, szivizomsejt méreti preparatumot 15 °C-os hdmérsékleten a mechanikai
mérérendszerhez rogzitettiik. A szarkomerhossz 2,3 um-re torténé preciz beallitasat kovetden
ismételt aktivacids-relaxacids ciklusokban izometrias Ca®’-kontrakturikat véltottunk ki,
melyek soran a szivizomsejtet a Ca’*-mentes relaxald oldatbél egymas utan csokkend [Ca®*]-
ji aktivalo oldatokba mozgattuk. Az izometrias csiics eréértékeket a maximalis Ca®*-aktivalta
aktiv erdre normalizaltuk, az igy kapott Ca?*—er6 Osszefiiggéseket abrazoltuk, majd egy
médositott Hill fiiggvény szerint illesztettik. Az egyedi Ca?*-kontraktarak soran a maximalis
eréérték elérése utan, egy gyors "release-restretch" mandvert végeztiink, hogy meghatarozzuk
az er0 regeneralodas sebességi allandojat (K max). Ennek a beavatkozasnak az eredményeként
eloszor az erd6 a maximalis értékrol nullara esett, lehetové téve ezzel a total erd
meghatarozasat (F,.), majd ismét elkezdett novekedni. A szivizomsejtet ezutan ismét
relaxald oldatba helyeztilk, ahol eredeti hosszanak 80%-ara roviditettilk, hogy
meghatarozhassuk a sejt passziv erejét (Fpuszn). AZ izometrids aktiv erét (Fo) a total és a
passziv erdértékek kiillonbségébdl nyertiik. A sertés szivekbdl izolalt szivizomsejtek Ca?*—erb
Osszefliggéseit in vitro PKA kezelés el6tt és utan is meghataroztuk. A PKA hatas
kialakulasahoz a szivizomsejteket 20 percig inkubaltuk. A patkany szivekbdl nyert
szivizomsejtek mechanikai paramétereit in vitro SR33805 kezelés (10 uM, 10 perc,

szobahdmérséklet) eldtt és azt kdvetden vizsgaltuk.

3.8. Adatelemzés, statisztikai analizis

A Ca’*—erd dsszefliggéseket modositott Hill egyenlettel illesztettiik:
F _ F [Ca2+]nHi”/(Ca50nHi" + [Ca2+]nHi||)
= 1o
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ahol F egy adott [Ca*"]-hoz tartozo "steady-state” erét, mig Fo, nHill és Caso (vagy pCaso) a
maximalis [Ca®"]-hoz tartozo aktiv erét, valamint szemilogaritmikus &brazolasban a
szigmoidalis 6sszefliggés meredekségét és kozéppontjat jelolik.

A release-restretch" manévert kovetd eré regeneralodast egyvaltozos exponencialis
fiiggvénnyel illesztettiik, megbecsiilve annak sebességi allandojat (Kymax) @ maximalis [Ca]-
nal:

F(t) = Fi + Fa(1-g™rma)
ahol F(t) a "restretch” utani barmely id6pillanatban (t) @ maximalis [Ca®*]-nal mért erét, F; és
Fa pedig a "restretch" utani kezdeti erdt, valamint a Ca®*-aktivélta er6 regeneralodasanak
amplitadojat jeldlik. A kisérleti preparatumokbol kapott adatsorokat egyedileg illesztettiik, az
illesztett paramétereket 6sszevontuk, és azok atlagait mutatjuk be.

A biokémiai és mechanikai mérések statisztikai analizisét egy-utas ANOVA-val végeztiik,
az egyes csoportok koOzotti tObbszorés Osszehasonlitasokra Bonferroni poszt-tesztet
hasznaltunk. Két folyamatos valtozo kozott linearis regresszids analizissel hataroztuk meg az
Osszefliggést. A mechanikai mérések soran az in vitro kezelések hatasara bekovetkezd
valtozasokat Student-féle paros t-probaval elemeztilk. Az eredményeket akkor tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak, ha a P érték kisebb volt, mint 0,05. Az aramlasi citometriai
mérések soran nyert tobb ezer egyedi adatpont analizisének kivitelezésére az un. "maximum
likelihood mixed effects" tobbszintii modellezést alkalmaztuk csoportok és teriiletek kozotti
interakciokkal. Az ingerlés hatasat az atlagos log relativ jelintenzitasokbol [log(P-Tnl/Tnl)]
hataroztuk meg a foszforilaciéo mértékére nézve, az interkvartilis tartomanyokbol (IQR) pedig
a foszforilacid heterogenitasara vonatkozdan. Az adatok logaritmikus transzformdcidja

eldsegitette a valtozok eloszlasanak normalizalasat.

4. Eredmények

4.1. A troponin I fehérje foszforilacidjat érinté valtozasok az elektromos ingerléssel

kivaltott szivelégtelenség sertés modelljében

A PKA-medialt miofilamentum fehérje foszforilacid6 homogenitasanak vizsgalata céljabol
szivelégtelen, valamint kontroll sertések szivének BK anterior/anterolateralis (ingerelt),
valamint inferoseptalis (ellenoldal) régidibol szarmazo szivizomszdvet mintaiban hataroztuk
meg a Tnl foszforilacié mértékét immunhisztokémiai eljarassal. Altalanossagban elmondhato,
hogy barmely minta barmely teriiletén homogén festddést kaptunk, ha a szivmintakat Tnl

foszforilaciora nem érzékeny antitesttel jeloltik. Ehhez hasonléan a kontroll szivek barmely
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teriiletén, valamint a szivelégtelen allatok nem ingerelt (an. ellenoldali) teriileteirdl szarmazo
mintdkban a P-Tnl-re specifikus szovetjelolés homogén festési intenzitast eredményezett.
Ezzel szemben a szivelégtelen ingerelt oldalon variabilis P-Tnl intenzitasokat figyeltiink meg.
Az eltérd jelintenzitassal festddd teriileteket olyan szivizomsejt csoportosuldsok alkottak,
melyek a szivelégtelen allatok ingerelt teriiletein beliil a kornyezetiikhoz képest egyontetiien
csokkent P-Tnl szinttel rendelkeztek.

A miofilamentaris fehérjék foszforilaciojanak atlagos szintjét back-foszforilacios esszé
segitségével is becsiiltiik. A permeabilizalt szivizomsejtekbdl nyert fehérje homogenizatumok
atlagos foszfo-specifikus Tnl jelintenzitasai jelentdsen nagyobbnak adodtak a szivelégtelen
allatok szivének ingerelt teriiletein (58+14,49 AU) a kontroll allatok ugyanazon teriileteihez
képest (5,41£1,34 AU; P<0,05), ami a szivelégtelen ingerelt teriiletek PKA-dependens Tnl
foszforilacidjanak in vivo bekovetkezé csokkenésére utalt. A szivelégtelen allatok sziveinek
ingerelt, valamint ellenoldali teriiletein mért atlagos Tnl foszforilacio egymastol nem tért el
szignifikansan (P>0.05) (HF ellenoldal: 40,3+9,86 AU).

Az aramlasi citometriai mérések lehet6vé tették nagyszamu permeabilizalt szivizomsejtet
tartalmazd szuszpenzidk vizsgalatat, és a Tnl foszforildciojanak szintjében bekodvetkezd
regionalis kiilonbségek kvantitativ kiértékelését. A logaritmikusan transzformalt, relativ
jelintenzitasok [log(P-Tnl/Tnl)] eloszlas hisztogramjait a szivelégtelen, valamint a kontroll
ingerelt oldalainak megfeleld teriiletekrél képzett eloszlas hisztogram a Gauss-eloszlashoz
hasonlé megjelenést mutatott, szemben a szivelégtelen allatok ingerelt teriileteinek
hisztogramjaval, amely egy aszimmetrikus format 61tott a relative alacsonyabb log(P-Tnl/Tnl)
értékeknél detektalt szivizomsejt szam novekedés miatt. A back-foszforilacios esszé
eredményeivel Osszhangban a szivelégtelen allatok szivének ingerelt teriileté¢hez tartozo
log(P-Tnl/Tnl) atlagérték szignifikansan alacsonyabbnak adodott, mint a kontroll allatok
ugyanazon teriiletein (-0,41 vs. -0,28 a HF ingerelt és a kontroll ingerelt teriileteken;
P=0,0071), igy mindkét esszé a P-Tnl relativ csokkenését igazolta a szivelégtelen allatok
ingerelt teriileteire nézve. Ezen tilmenden a szivelégtelen ingerelt csoportban szignifikdnsan
szélesebb interkvartilis tartomanyt (IQR) figyeltink meg a kontroll ingerelt, valamint a
szivelégtelen ellenoldali teriiletekhez képest (0,53 vs. 0,36 vagy 0,42 a HF ingerelt, kontroll
ingerelt és HF ellenoldali teriileteken; P=0,0093 vs. kontroll ingerelt oldalhoz képest;
P=0,0047 vs. HF ellenoldalhoz képest). A szivelégtelen csoport ingerelt teriiletein megfigyelt
IQR kiszélesedés az ezen teriiletekrdl szarmazo szivizomsejtek kozotti relativ Tnl

foszforilacioban létrejové nagyobb szorast tikrozte.
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Az atlagos log(P-Tnl/Tnl) intenzitasértékeket az egyes allatok ingerelt és ellenoldali
teriiletére lebontva is brazoltuk. Altalanossagban elmondhato, hogy a kontroll szivek log(P-
Tnl/Tnl) értékei egy keskenyebb savot Oleltek fel a szivelégtelen allatokéhoz képest.
Tovabba, a kontroll allatok atlagos log(P-Tnl/Tnl) értékei véletlenszeriien magasabbnak vagy
alacsonyabbnak adodtak az ingerelt vagy ellenoldali szivizomteriileteken, és a két oldal
kozotti kiilonbség altalaban kismértékii volt. Ezzel szemben a szivelégtelen allatok ingerelt
szivizomteriileteihez tartozo atlagos log(P-Tnl/Tnl) értékek a legtobb esetben rendre
alacsonyabbnak adodtak az ellenoldalon mértekhez képest, valamint a két oldal kozti
kiilonbség az egyes szivelégtelen szivekben kb. kétszerese volt a kontrolloknal megfigyelt
atlagos kiilonbséghez képest.

A kontroll, valamint a szivelégtelen allatok szivizmabol szdrmazo egyedi, permeabilizalt
szivizomsejtek mechanikai paramétereiben 1étrejové lehetséges kiilonbségeket direkt
eréméréssel tanulmanyoztuk. A kontroll szivek ingerelt teriileteihez tartozd atlagos pCasg
értékek nem kiilonboztek szignifikdnsan sem a kontroll, sem a szivelégtelen szivek ellenoldali
terliletein kapott értékektél PKA kezelést megel6zden (a pCasp értékek rendre 5,77+0,01,
5,75+£0,01 és 5,73+0,03 voltak a kontroll ingerelt, kontroll ellenoldali és HF ellenoldali
teriileteken). Ugyanakkor a szivelégtelen allatok szivizmanak ingerelt teriiletein mért atlagos
pCasy érték (és ebbdl kifolyolag az izometrids erd Ca**-érzékenysége) szignifikansan
magasabbnak adodott (5,86+0,03) mindharom csoporthoz képest. Mindemellett a PKA
expozicio ennél a csoportnal csdkkentette legnagyobb mértékben a pCasg értéket, eltiintetve
ezzel a négy csoport kozti, Ca2+-érzékenységben megfigyelt kiilonbséget. Tovabba, a pCasgy
értékek eloszlasai az aramlasi citometriai mérések soran kapott eloszlas hisztogramok
jellegzetességeit tiikkrozték, igy ezen mérések 6sszhangban alltak a biokémiai és hisztokémiai
eredményekkel is. Ezen talmenden az in vitro PKA kezelés Ca2+-érzékenységre gyakorolt
hatasa a szivelégtelen ingerelt oldalon minden mas csoporthoz képest szélesebb tartomanyt
felolelé csokkenést eredményezett a pCasg értékekbdl képzett eloszlasokban. A szivelégtelen
ingerelt oldalon mért Fpassn szignifikdnsan magasabbnak adddott a szivelégtelen
ellenoldalhoz képest, de nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott a Fo és Kirmax értékek

tekintetében.
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4.2. Az SR33805 szivizomsejtek Ca’'-érzékenységére és endogén proteinkiniz A

aktivitasara gyakorolt hatasai poszt-infarktusos patkanymodellben

Az intakt, elofeszitetlen, Ca?*-fluoreszcencia indikator festékkel feltoltott izolalt
szivizomsejtek elektromos stimuldcioja lehetOséget biztosit a sejtek rovidiilésében, valamint
azzal egyidejiileg azok Ca’*-tranziensében bekdvetkezé valtozasok vizsgalatira. Az izolalt,
permeabilizalt szivizomsejt preparatumok pedig lehetdvé teszik a kontraktilis apparatus
tulajdonsagainak, valamint a miofilamentumok Ca**-ra adott valaszainak vizsgalatat a
szarkoplazmatikus retikulumbol felszabadulo Ca*" tartalomtol fiiggetleniil. Kollaboracios
partnereink az infarktusos allatokbdl szarmazo intakt, izolalt szivizomsejtek vizsgalataval
azok csokkent mértéki rovidiilésének normalizalodasat igazoltak SR33805 kezelés hatasara, a
Ca?*-tranziens amplitaddjanak valtozasa nélkiil. Egészséges kontroll, valamint infarktuson
atesett patkanyok (MI) izolalt, permeabilizalt szivizomsejteiben torténd direkt erémérésekkel
megvizsgaltuk a kontraktilis rendszer jellemzéit, tovabba teszteltiik az in vitro SR33805
kezelés hatasait az infarktuson atesett allatok szivizomsejtjeinek (MI-SR) kontraktilis
paramétereire nézve. A miofilamentumok rovidebb szarkomerhosszon mért Ca®'-
érzékenysége nem kiilonbozott a MI csoportban kontrollhoz képest, ugyanakkor in vitro
SR33805 kezelést kovetéen az jelentésen nagyobbnak adodott (~0,07 pCa egységgel). A
sejtek 2,3 um-re torténd nyujtasa a Ca* -er6 gorbek balra tolodasat eredményezte mind a
kontroll, mind a MI csoportban, amit a pCasp értékek emelkedése jelzett. Ugyanakkor a MI
csoportban megfigyelt Ca**-erd Ssszefliggés nyujtast kovetd balra tolodasa kisebb mértékii
volt kontrollhoz képest. Az SR33805 kezelés a nagyobb szarkomerhosszon jelentds
mértékben fokozta a Ca’*-érzékenységet a MI csoportban (~0,18 pCa egységgel). A két
szarkomerhosszon mért pCasg érték kozotti kiilonbséget [ami a kontraktilis rendszer hossz-
fliggd aktivaciojanak indexeként szolgalt (ApCasp)] az SR33805-ben torténd inkubacio teljes
mértékben helyreallitotta a M1 csoportban a szer nagyobb szarkomerhosszon kifejtett erésebb
hatdsa révén. A szivizomsejtek egyéb kontraktilis paraméterei (Fpus-n, Fo) hasonlonak
adddtak minden csoportban mindkét szarkomerhosszon.

Annak megitélésére, hogy vajon az SR33805 szivizomsejtekre gyakorolt hatdsdnak
hatterében felfedezhetd-e a kontraktilis erdgeneracidét szabalyzo fehérjék foszforilacios
allapotanak modosulasa, az allatokbol szarmazd permeabilizalt, megnyujtott izom
preparatumokbol nyert mintakban meghataroztuk a Tnl és MLC2 fehérjék foszforilacios
szintjeit Western blot analizissel. A MI ~33%-kal csokkentette az MLC2 fehérje

foszforilacigjat. Az SR33805 kis mértékben ugyan, de szignifikdnsan novelte az MLC2
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foszforilaciot a MI csoportban, jollehet, az 22%-al tovabbra is elmaradt a kontroll allatokban
mértektdl. A Tnl fehérje foszforilacidjanak megitélésére egy, a Ser23/24 helyekre (a {6
CAMP-dependens PKA foszforilacios hely) specifikus foszforilaciot felismerd antitestet
hasznaltunk. A Tnl foszforilacio magasabbnak adddott a MI csoportban, amit az SR33805-tel
torténd inkubdcid jelentds mértékben csokkentett az MI (~-30%), valamint a kontroll
sejtekhez (~-20%) képest.

Ezen Tnl foszforilacidoban bekovetkezé SR33805 indukalta redukcio emelkedett foszfataz,
vagy csokkent PKA aktivitasra engedett kovetkeztetni. Ennek eldontésére az SR33805 PKA
aktivitdsra gyakorolt hatdsait radioaktiv aktivitasi esszével vizsgaltuk meg. Elsoként
rekombinans PKA-t hasznaltunk, hogy megvizsgaljuk a szer esetleges direkt, a kindzzal
létrej6vO interakcidjat. A rekombinans PKA aktivitast a 10 uM-os SR33805 kezelés egy
standard PKA inhibitor (H-89) altal eldidézett redukciohoz hasonlé mértékben csokkentette.
Ezen megfigyelés arra engedett kovetkeztetni, hogy az SR33805 képes kozvetleniil gatolni a
PKA-t in vitro. A szer inhibitorikus hatasat a kontroll patkany szivek endogén PKA
aktivitasan is teszteltiik, és hasonld eredményt kaptunk, mint a rekombinans PKA esetében.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy az SR33805 csokkentette a Tnl fehérje Ser23/24
helyének foszforilaciojat a PKA aktivitds gatlasan keresztiil, ami a miofilamentumok Ca*-

érzekenységének fokozodasadhoz vezetett.

5. Megbeszélés

5.1. Cellularis inhomogenitas a regionalis kontraktilis diszfunkcio hatterében az

elektomos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség soran

Elvégzett kisérleteink az elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség sertés modelljében
1étrejové PKA-dependens Tnl foszforilacio heterogén csokkenését tartak fel. Erdekes médon
a P-Tnl szint sejtrol-sejtre kialakuld variabilitdsa nagyobb mértéket 6ltott az ingerld elektroda
kozelében a nem ingerelt BK teriiletekhez képest. Ebbdl adddoan azt feltételezziik, hogy az
inhomogén PKA-dependens kontraktilis fehérje hipofoszforilacido hozzajarul a miokardialis
remodellacio regionalis mechanikai diszfunkciojahoz ebben a nagyallat modellben.

A kamrai kontraktilis valaszokban 1étrejovd diszszinkroniat a BK remodellacid kapcsan
fellépd mechanikai diszfunkcid egyik fontos tényezdjeként tartjadk szamon, igy az elektromos
reszinkronizacié eldnyt nyudjthat a szignifikdns QRS megnyulassal rendelkezd szivelégtelen
betegek szdmara. Az elektromos stimulalas hatasara kialakulod szivelégtelenség kiilonbozo

modelljeiben szdmos alkalommal irtak le miokardiumot érintd regionalis kiilonbségeket.
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Mindezek ellenére jelenleg még nem teljesen tisztdzott, hogy mely jelatviteli utvonalak
érintettek elsOsorban a regionalis mechanikai valtozasok 1étrejottében, és hogy ezek hogyan
kapcsolddnak a miofilamentumok Ca**-ra adott vélaszaihoz és/vagy a szivizomsejtek Ca*-
homeosztazisdhoz.

Tekintettel a p-adrenerg kaszkdd miokardialis kontraktilitds szabalyzasban betoltott
kozponti szerepére, szdmos kordbbi tanulmany feltételezte annak részvételét az elektromos
ingerléssel  kivaltott szivelégtelenségben megfigyelhetd regiondlis jellegzetességek
kialakulasdban. Az efferens szimpatikus funkciok és a B-adrenerg valaszok csokkentek az
elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelen kutyamodellben, méghozza régio-specifikus
funkcionalis valtozasok mellett, jollehet, a B-adrenerg jelatvitel biokémiai és cellularis
paraméterei nem mutattak egyértelmiien regionalis jellegzetességeket. A miofilamentumok
szintjén a bazalis P-adrenerg jelatvitelben bekovetkezd csokkenés a miofibrillaris
erbgeneralds Ca’*-érzékenységének fokozodasat feltételezné, ami egy olyan valtozas, amit
gyakran hoznak  Osszefiiggésbe a Tnl ¢és MyBP-C fehérjék  Gsszehangolt
hipofoszforilacigjaval.

Kisérleteink soran az elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség sertés modelljében
1étrejovo, - a P-adrenerg deszenzitizacid miatti - feltételezhetéen kisebb PKA-medialt Tnl
foszforilacionak nemcsak regionalis, hanem intraregionalis aspektusait is meg kivantuk
vizsgalni. A kisérleti allatokban végzett MRI vizsgalatok regionalis kontraktilis diszfunkciot
detektaltak, amely nagyobb mértékben csokkentette a BK szisztolés falvastagodast és
cirkumferencialis rovidiilést az ingerelt, mint az ellenoldali teriileteken (~7% vs. ~31% ¢és
~-5% Vvs. ~-7% az ingerelt és ellenoldali teriileteken). Azt feltételeztiik, hogy a mechanikai
funkcidban létrejovo regionalis kiilonbségek dsszefligghetnek a B-adrenerg rendszer vezérelte
Tnl foszforilacioban bekovetkezd szoveti szintll valtozasokkal.

Back-foszforilacios esszé segitségével jelentdsen csokkent Tnl foszforilaciot tartunk fel a
szivelégtelen allatok ingerelt teriiletein a kontroll allatokhoz képest, egybehangzdan azon
feltételezéssel, miszerint az ingerelt oldalon a B-adrenerg rendszer down-regulacidja jon 1étre.
Ezen megfigyelésiink a miofibrillaris erdgeneracio Ca2+-érzékenységének (pCaso)
novekedését vonhatja maga utan. Ezzel 0sszhangban az atlagos pCasp értékek jelentdsen
magasabbnak adodtak a szivelégtelen szivek ingerelt teriiletein, mint azok ellenoldali vagy a
kontroll szivek barmely teriiletén, és ezen kiilonbségeket az in vitro PKA kezelés eltiintette.
Emellett az immunhisztokémiai, az aramlasi citometriai és a direkt erdémérések eredményei a
relativ P-Tnl szintek jelentdsen magasabb, sejtrdl-sejtre kialakuld nagymértékii variabilitasara
mutattak ra a szivelégtelen allatok ingerelt tertiletein.
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Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a szivelégtelen ingerelt oldalon mért pCasg értékek
tikkrozik a szivizomsejtek miofilamentaris funkcidjaban végbemend valtozasokat, és ez a
paraméter Osszefiiggésbe hozhatdo a PKA-dependens Tnl és MyBP-C foszforilacioval. Emiatt
azt feltételezziik, hogy a PKA-dependens kontraktilis fehérje foszforilacidé zavara hozzajarul
az elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség sertés modelljében megfigyelt regionalis
kontraktilis diszfunkcidhoz. Ezen kiviil az sem zarhat6 ki, hogy egyéb miofilamentaris
fehérjék (pl. titin) PKA-dependens hipofoszforilacidja az ingerelt oldalon hozzajarul a
magasabb F,..» kialakulasahoz, és ezzel az ezen szivekben megfigyelt BK végdiasztolés
nyomasemelkedés 1étrejottéhez (~6 Hgmm-r6l ~20 Hgmm-re). Mindazonaltal jelen
vizsgalataink alapjan nem egyértelmii, hogy a miofilamentaris fehérje foszforilacioban
1étrejové  regionalis  eltérések milyen mértékben miikddnek kozre a funkcionalis
hemodinamikai valtozasokban (pl. az ejekcios frakcid6 ~76%-r6l ~35%-ra vald
csokkenésében).

Legjobb tudomdsunk szerint elséként tanulményoztuk a szivizomsejtek Tnl
foszforilacigjadnak szoveti szintli inhomogenitasat nem iszkémids eredetli szivelégtelenségben
néhany érzékeny modszer kombinacigjaval (fehérje biokémia, hisztokémia, direkt
eromérések, valamint 4dramlédsi citometria). Adataink arra mutattak rd, hogy a Tnl
foszforilacio szintje szélesebb tartomanyt 6lelhet fel az ingerl6 elektroda kdrnyezetében, mint
mashol, valamint az jelentdsen eltérd lehet az egyes egymashoz kozelalld szivizomsejt
csoportosuldsok kozott az elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség 1étrejotte soran.
Jelenleg nem tudunk magyarazattal szolgdlni a P-Tnl jelintenzitds ezen eloszlasi mintazatara
vonatkozoan; azt feltételezziik, hogy annak Iétrejotte a stimuldld elektromos éaram
miokardiumra gyakorolt kozvetlen fizikai hatasaival osszefiigghet.
kovetkezményesen szivelégtelenséghez vezetett, amit az elektromos stimuldciohoz koézeli
teriileteken a PKA-medialt Tnl foszforilacio atlagos csokkenésével lehetett jellemezni. A
PKA-dependens Tnl foszforilacié szintje a BK ingerelt teriileteken nagyobb mértéki, sejtrdl-
sejtre kialakuld valtozékonysdgot mutatott a tdvolabbi vagy a kontroll szivek barmely
teriiletéhez képest. Ezen [-adrenerg-dependens valtozoban bekdvetkezé intraregionalis
inhomogenitds hatidssal van a miofibrillaris erdgeneralas Ca2+-érzékenységére, igy ennek
kovetkeztében hozzajarulhat a diszszinkron, és emiatt csokkent BK kontrakcidhoz az

elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség sertés modelljében.
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5.2. Az SR33805 kontraktilis rendszerre gyakorolt jotékony hatasai poszt-infarktusos
patkanymodellben

Kisérleteink soran poszt-infarktusos patkany modellben vizsgaltuk az SR33805 hatasait a
szivizom kontraktilis tulajdonsagaira nézve. Az allatokon végzett echokardiografias és szoveti
Doppler mérések soran az SR33805 kontraktilitas-fokozo hatasat figyelték meg in vivo,
melyet részben az intakt, infarktusos szivizomsejtekben in vitro végzett vizsgalatok
eredményei is visszatikroztek. Ezek soran az infarktusos sejtek csokkent mértékii
rovidiilésének SR33805 kezelés hatdsara bekovetkezé normalizalodésat figyelték meg, amely
nem volt magyarazhaté a Ca®*-tranziens amplitudédjanak véltozasaval. Az SR33805 pozitiv
inotrop hatasait permeabilizalt szivizomsejt preparatumokon torténd direkt erémérésekkel is
megerdsitettiik, melyek sordn a szer fokozta a miofilamentumok Ca2+-érzékenységét. Ennek
hatterében az MLC2 fehérje foszforildcidjanak SR33805 kezelés hatasara bekovetkezd
kismértékli novekedése, valamint a Tnl fehérje foszforilacid jelentds mértékii csokkenése
allhatott, mely PKA aktivitdis méréseink eredményei alapjan az SR33805 PKA-gatld
szerepével fligghetett Ossze.

Kordbban megfigyelték, hogy miokardidlis infarktust kovetéen a szivizom kontraktilitas
fokozasa novelheti a szivizom karosodas mértékét, valamint tovabb ronthatja a csokkent
pumpafunkciét. Jollehet, a kontraktilitds fokozodast az L-tipusi Ca®* csatornak p2
alegységének overexpresszidjaval, és az ebbdl adodo Ca®" felszabadulas fokozasaval érték el,
ami a klinikumban hasznélt terapidval ellentétes stratégia. A jelenlegi klinikai irdnyelvek
szerint miokardialis infarktusban a [-adrenerg rendszer katekolaminok altal torténd
stimulédlasa csak akut szivelégtelenség esetén indokolt, akkor is csak rovid ideig, a keringés
tdmogatasara. Hossztdvon pumpafunkcié rezerv létrehozasa, valamint a Ca?*-terhelésbél
adodo aritmidk csokkentése a cél, ami P-blokkolod terdpidval érheté el. Kronikus
szivelégtelenségben a kontraktilis diszfunkcié javitdsdra a miofilamentumokon kozvetleniil
haté Ca?*-érzékenyité szerek azonban elviekben hasznalhatéak. Legjobb tudomasunk szerint
elészor tanulmanyoztuk a Ca2+-érzékenyit6 tulajdonsaggal is rendelkezd Ca**-csatorna
blokkolé SR33805 hatédsait kdrosan atépiilt szivizmon.

Az in vivo végzett echokardiografias kisérletek arra mutattak ra, hogy az SR33805 fokozza
a BK kontraktilitast patkany szivben. Ezen eredmények Osszhangban allnak altatott, nyitott
mellkast kutyakon végzett vizsgalatokkal, ahol az intravénasan alkalmazott SR33805
jelentdsen fokozta a szegmentalis rovidiilést. Jollehet, ezen megfigyeléseket nem magyaraztak

az SR33805-tel kapcsolatban altalaban leirt vazorelaxans, illetve Ca’*-csatorna blokkold
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hatasok, igy tovabbi vizsgalatok voltak sziikségesek annak eldontésére, hogy az SR33805
miokardiumra gyakorolt jotékony hatasai milyen egyéb lehetséges mechanizmusok utjan
valosulhatnak meg. Erdekes médon az SR33805 - kontroll szivizomsejtekkel ellentétben -
nem befolyasolta a Ca*'-tranzienst szivelégtelen szivizomsejtekben. Ennek egyik lehetséges
magyarazata az SR33805 Ca**-blokkolé hatisanak membréapotencialtdl valé fiiggése, hiszen
korabban mind a vaszkularis, mind a szivizom mintakon végzett kisérletekben azt talaltak,
hogy a szer Ca®*-blokkolé hatésa alacsonyabb volt depolarizalt preparatumok esetében.
Hasonl6 effektus okozhatja az SR33805 szivelégtelen szivizomsejtek Ca**-tranziensének
amplitddojara gyakorolt hatastalansagat is. Egy masik magyarazatként a szivizomsejtek
intracellularis metabolikus kdrnyezetének szivelégtelenség soran bekdvetkezd megvaltozasa
szolgélhat.

Mai napig vitatott kérdés, hogy a Ca2+-érzékenyit6k alkalmazdsanal potencidlis veszélyt
jelent-e a diasztolés diszfunkcio felerSsitése, melyet az intracellularis [Ca?'] diasztolés
szintjére adott fokozott érzékenység indukalhat. Az egyetlen Ca”*-érzékenyits szer, amely
eljutott a klinikai vizsgalatok szintjére, a levosimendan, nem befolyasolta kedvezétleniil a
relaxdcio idejét, s6t, némi luzitrdép hatdst is mutatott egészséges €s szivelégtelen kutyakban.
Hasonloképp, az SR33805 in vivo hatasait célzd vizsgalatok soran Sem volt felfedezheté a
szer relaxacios 1dot prolongald hatdsa, csakligy, mint az intakt szivizomsejteken tortént
mérések alatt, ahol is az SR33805 kezelés hatasara gyorsabb Ca®*-tranziens lecsenggs,
valamint relaxacio volt megfigyelhetd, mely a Ca?" fokozott szarkoplazmatikus felvételére
engedett kovetkeztetni. Az SR33805 kezelés ezen jotékony hatasai mellett a permeabilizalt
szivizomsejteken végzett mérések soran sem talaltunk a passziv fesziilésben bekovetkezd
novekedést, ami arra utal, hogy a szer a diasztolés funkcid passziv komponensére sincs
kedvezétlen hatassal. Az intakt szivizomsejtek vizsgalatabol kideriilt, hogy az SR33805
kezelés normalizalta az infarktusos szivizomsejtek karosodott kontrakcids és relaxacios
sebességét. Hasonlo, kontrakciot érinté valtozasokat figyeltek meg MLC-kinazt
overexpresszalo szivizomsejtekben, melyekben az MLC2 foszforilacios szintje magasabbnak

adodott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a miofilamentumok foszforilacios allapota képes

crer

~~~~~~~~

SR33805 indukélta Ca**-tranziens gyorsabb lecsengésének pontos mechanizmusa egyelére
még tisztazatlan. Felmeriil, hogy a szer ezen hatisa az intracellularis Ca®*-szignalizaci6
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befolyasolasan, azaz a Ca**-homeosztazis szabalyozasaban részt vevo fehérjék funkciojanak

21



megvaltozasan keresztiil jon létre. EbbSl adédéan az SR33805 Ca?*-homeosztazisban
betdltott szerepének tisztazasara tovabbi kisérletek sziikségesek.

Az SR33805 egyik érdekes jellemzdje a szer Ca2+-érzékenységre gyakorolt hatasaiban
megfigyelt hossz-fiiggd sajatossag. Mig alacsony szarkomerhosszon egy kismértéki, de
szignifikans, magasabb szarkomerhosszon egy sokkal kifejezettebb Ca?*-érzékenység fokozo
hatast lehetett felfedezni. Ez az infarktusos szivizomsejtek kontrollokhoz képesti csokkent
hosszfiiggd aktivaciojanak (ApCasp) normalizalddasat eredményezte. A szer hasonld hatasat
figyelték meg egy korabbi tanulmanyban kontroll szivizomsejteken. Erdekes médon mas
Ca’*-érzékenyité tulajdonsagn  vegyiiletek esetében (pl. EMD 57033, CGP-48506,
kalmidazo6lium) épp ellenkezd hatasrdl, a permeabilizalt szivizomsejtek hosszfiiggd
aktivaciojanak csokkenésérdl szamoltak be. A szivizomsejtek hosszfiiggd aktivacidja képezi a
Frank-Starling mechanizmus cellularis alapjat, ami alapfeltétele a normal szivmiikodésnek. A
hosszfiiggd aktivacio - és értelemszeriien a Frank-Starling mechanizmus - molekularis alapja,
valamint az SR33805 erre gyakorolt hatisa egyelére még tisztazatlan. Valdszinlsithetd
azonban, hogy az MLC2 fehérje foszforilaciojanak fokozasa szerepet jatszik az infarktusos
szivizomsejtek hosszfliggd aktivacidjanak helyreallitdsdban, noha a kisérleteink soran ezen
paraméterben megfigyelt kismértéki valtozas felveti mas mechanizmusok szerepét is.

A Ca2+-érzékenyit6 tulajdonsaggal bird vegyiiletek pozitiv inotrép hatasaikat a troponin
komplex direkt befolyasolasan, vagy a keresztkotési kinetika facilitdlasan keresztiil fejtik ki.
Kisérleteink alapjan nem zarhat6 ki az SR33805 troponin fehérjékre gyakorolt direkt hatédsa,
azt azonban tovabbi kisérletekkel sziikséges igazolni. Biokémiai kisérleteink a troponin |
fehérje PKA-specifikus foszforilacidjanak novekedését tamasztottak ala az infarktusos
allatokbol szadrmazd szivizommintdkban, ami Osszhangban 4allt ezen 4llatok fokozott
szimpatikus idegrendszeri aktivacidjaval, valamint azok kontraktilis fehérjéinek csokkent
Ca?*-érzékenységével. Szivelégtelenség soran az adekvat perctérfogat fenntartasanak
érdekében fokozott szimpatikus idegrendszeri aktivacié jon létre. Ez fokozott B-receptor
aktivacidhoz, és szamos, az exciticios-kontrakcios kapcsolasban résztvevd fehérje PKA-
medialt foszforilaciojahoz vezet. A szivelégtelenség elorehaladott stadiumaban a fokozott
szimpatikus idegrendszeri aktivacio6 a -adrenerg receptorok deszenzitizacidjahoz vezet, ami a
utalnak, hogy az SR33805 gatolta az infarktuson atesett patkany szivizomsejtekben a PKA
aktivitasat, ami a csokkent Tnl foszforilacion keresztlil magyarazhatja a miofilamentumok
Ca’* iranti szenzitizacidjat az SR33805 kezelést kovetéen. Ebben a tekintetben az SR33805

egyediilallonak tinik a Ca®*-érzékenyitd szerek csaladjaban, mivel ezen anyagok némelyike
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épp a foszfodiészteraz aktivitasra fejt ki gatlo hatast, ami fokozott cCAMP szinteket
eredményez, és kovetkezményesen noveli a Tnl fehérjén talalhatd PKA-specifikus
foszforilacios helyek telitettségét. Ezzel szemben kisérleti eredményeink az SR33805 direkt
PKA gatld hatasat igazoltak, ami inkabb a PB-receptor blokkolok hatasmechanizmusara
emlékeztet.

Osszefoglalva, az SR33805 fokozta az infarktuson &tesett patkanyokbdl szarmazod
szivizomsejtek Ca2+-érzékenységét. Ennek hatterében a kontraktilitast szabalyz6 fehérjék
foszforilacios allapotaban bekdvetkezé valtozasokat igazoltuk, amit a szer részben a PKA
aktivitas direkt gatlasaval ért el, a Ca®"-homeosztazishan bekdvetkezd karos kovetkezmények
nélkiil. Mindezek alapjan az SR33805 kezelés in vitro igazolt jotékony hatasai hozzajarultak
az allatokban in vivo megfigyelt kontraktilitas javulasahoz, igy a szer potencialis terapias

szerepe felmertilhet a késdbbiekben a human szivelégtelenség kezelésében.
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6. Osszefoglalas

A kronikus szivelégtelenség molekularis hattere a mai napig nem teljesen egyértelmi, igy a
terapidinak megjelenéséhez.

Kisérleteink soran azt kivantuk megvizsgalni, hogy az elektromos ingerléssel kivaltott
szivelégtelenségben megfigyelt regionalis kontraktilis diszfunkcio hatterében felfedezhetok-e
a szivizomsejtek miofibrillaris fehérjéinek foszforilaciés valtozasai. Emellett poszt-
infarktusos allatmodellben tesztelni kivantuk - a korosan atépiilt szivizmon korabban még
nem vizsgalt - Ca®*-csatorna blokkolo SR33805 lehetséges Ca?*-érzékenyitd hatasait.

Vizsgalataink sordn az aldbbi ) megallapitasokat tettilk: 1) Az elektromos ingerléssel
kivaltott szivelégtelenség sertés modelljében alacsony proteinkinaz A-medialt troponin |
foszforilacio jon létre az ingerléshez kozeli teriileteken, ami nagymértéki, sejtrol-sejtre
kialakulo variabilitast mutat. 2) A szivizom ezen heterogén atépiilése hatassal van a
szivizomsejtek altal generalt erd Ca2+-érzékenységére, igy ennek kovetkeztében hozzéjarulhat
az allatokban megfigyelt regionalis kontraktilis eltérésekhez. 3) Az SR33805 valtozasokat
indukal a kontraktilitast szabalyzo fehérjék foszforilacios allapotaban poszt-infarktusos
patkanymodellben, amit részben a proteinkindz A aktivitdsanak direkt gatlasaval ér el. 4) A
szer ezen hatdsai fokozzdk az izolalt szivizomsejtek Ca2+-érzékenységét, igy azok
hozzajarulnak az infarktuson atesett allatokban in vivo megfigyelt kontraktilitas javulasahoz.

Eredményeink ramutatnak a szivelégtelenség soran tapasztalt regiondlis kontraktilis
diszfunkci6 molekularis aspektusaira, tovabba felhivjdk a figyelmet egy 1j tipusu
farmakologiai Ca”’-érzékenyitd mechanizmusra, mely a szivelégtelenség terapiaja soran a

jovében talan kiaknazhato lehet.
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