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LEGGYAKORIBB ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACE: angiotenzin konvertal6 enzim

ATP: adenozin-trifoszfat

cTnT: kardialis troponin T

dP/dtmax: a bal kamrai nyomas id6 szerinti els6 derivaltjanak maximuma
dP/dtmin: a bal kamrai nyomas id6 szerinti els6 derivaltjanak minimuma
EF: bal kamrai ejekcios frakcio

HFpEF: szivelégtelenség megtartott ejekcios frakcidval

HFrEF: szivelégtelenség csokkent ejekcios frakcioval

Ktr,max: 8z aktin-miozin eréregeneraciéo maximalis sebességi allandoja
MHC: miozin nehéz lanc

mRen2: egér Ren-29 renin gént hordozo transzgenikus patkany torzs
N2-Bus: szivspecifikus egyedi titin szekvencia

pCa: —ogu[Ca']

PEVK: prolinban, glutamatban, valinban és lizinben gazdag titin szekvencia
RAS: renin-angiotenzin rendszer

PKCa: protein kinaz Ca

SD: Sprague-Dawley kontroll patkany torzs

Ser: szerin



1. BEVEZETES

A humaén szivelégtelenség egy kardiovaszkularis epidémia, kiemelkedd egészségligyi
problémat és globalis kihivast jelent. A szivelégtelenség prevalenciaja a fejlett orszagok
felnott lakossaganak korében 1-2%, melynek diagnozisa utan az 5 és 10 éves thlélés
minddssze 50% és 10% [68]. Mivel klinikai szempontbdl a szivelégtelen betegek jelentds
része a kamrai ejekcié és telddés strukturalis vagy funkcionalis romlasat mutatja, ezért a
szivelégtelenség egy olyan komplex szindroma, mely a kardialis szisztolés vagy diasztolés

A kardiovaszkularis betegség kontinuumban [23] szamos rizikofaktor képes beinditani
a szivelégtelenség felé vezetd kronikus szivizom atépiilést, masnéven remodelling-et (1. abra).
Az adaptécios folyamatok sordn azonban akut események progressziv modon ronthatjak a
klinikai allapotot [30], és ezaltal gyorsithatjdk a betegség lefolyasat (2. abra). Oregedd
populdciokban olyan kardiovaszkuldris komorbiditdsokkal mint a hipertonia, obezitds és
diabetes mellitus, a szivelégtelenség gyakran megtartott bal kamrai ejekcios frakcioval (EF,
>50%) jelentkezik, mely allapotra diasztolés szivelégtelenségként tekinthetiink (HFpEF, heart
failure with preserved ejection fraction). Masfel6l viszont, akut koronaria szindroma fellépte
esetén a bal kamrai miokardialis infarktus a csokkent EF (<40%) legf6bb oka, mely leginkabb
szisztolés szivelégtelenségként irhato le (HFrEF, heart failure with reduced ejection fraction)
[11]. A dominans funkciozavartol fiiggetleniil a diasztolés és szisztolés szivelégtelenség
Klinikai elhatarolasa és kezelése komoly gyakorlati nehézségekbe iitkdzik. Az Europai
Kardiologus Tarsasag (ESC, European Society of Cardiology) 2016-os ajanlasa [63] a sziirke
zonat a HFpEF és HFrEF hataran éppen ezért Ggy definidlta, mint szivelégtelenség atmeneti

(40-49%) EF mellett, 1étrehozva ezzel egy harmadik szivelégtelenség kategoriat (HFmrEF,



heart failure with mid-range ejection fraction). Sajnalatos modon a szivelégtelenség minden

fenotipusanak prevalencidja és mortalitdsa magas [11].

| KARDIOVASZKULARIS ES KARDIOMETABOLIKUS RIZIKOFAKTOROK
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1. abra A kardiovaszkularis betegség kontinuum sémaja [23,63].

HFmrEF: szivelégtelenség atmeneti ejekcios frakcioval (heart failure with mid-range ejection
fraction); HFpEF: szivelégtelenség megtartott ejekcidos frakcioval (heart failure with
preserved ejection fraction); HFrEF: szivelégtelenség csokkent ejekcios frakcioval (heart
failure with reduced ejection fraction).

Transzlacids szempontbol human és kisérletes szivelégtelenségre az EF-tdl fiiggetlentil
jellemzd a szivizomsejtek koros kontrakcidja és relaxacidja, valamint a miokardialis
hipertrofia és a kollagén felszaporodasa az extracellularis térben [82]. A szarkomer a
legkisebb funkcionadlis egység a szivben. A szarkomert alkotd strukturalis, funkcionalis és
regulator fehérjék patofizioldgiai modulédcidja ezért alapvetden befolydsolja a szivizomsejt
kontrakcio-relaxacié finoman hangolt ciklusat (3. dbra). A miofilamentalis fehérjék kiemelt

célpontjai szdmos poszttranszkripciés €s poszttranszlaciés modosuldsnak kiilonbozo



sejtszignalizacids utvonal aktivacioja vagy deaktivacioja altal [36]. A beteg szivben ilyen
foszforilacids valtozasaihoz vezetve ronthatjdk a szivizomsejtek erégeneracios kapacitasat és

elaszticitasat [36].

Tiinetmentes Végstadium

Miokardialis funkcio
lf—

Gheorghiade M, Am J Cardiol, 2005 alapjan

2. abra A szivelégtelenségben bekdvetkezd kronikus miokardidlis funkcidromlas akut
epizodokkal terhelt idébeli lefolyasa [30].

molekularis megértését valtozatlanul terapias sziikségnek tartja [63]. Annak ellenére ugyanis,
hogy a miokardialis infarktus adekvat terdpidja a megfeleld és azonnali revaszkularizacio, a
beavatkozas eredményeként fellépd iszkémia-reperfiizio kdrosodasok és malignus aritmidk
komoly gyakorlati kihivast jelentenek [27]. Az is ismert, hogy a hipertonia a szivelégtelenség
leggyakoribb komorbiditasa, melyben a legjelentdsebb koroki tényezd a renin-angiotenzin

rendszer (RAS) patologias aktivitasa, a RAS terapids gatlasa azonban a szivelégtelenség egyik



fenotipusdban (HFrEF) hatdsos, mig a masikban (HFpEF) nem [10]. Az akut ¢s kronikus
miokardidlis diszfunkci6 mechanizmusainak jobb megértése tehat redlis terdpias

konzekvenciaval bir.
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3. abra A szarkomer diszfunkcié leggyakoribb intracellularis patofizioldgiai tényezoi
szivelégtelenségben [6,32,51,53,56,84,90].

Gaq: G-protein kapcsolt receptor; LTCC: L-tipusi Ca®'-csatorna; NCX: 3Na'/1Ca?*
cseretranszporter; ROS: reaktiv oxigén gyokok.
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2. ELMELETI HATTER ES IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szarkomer miikodésének molekularis alapjai

A szivizomsejtekben az Un. vékony (dominansan aktin) és vastag (dominansan
miozin) filamentumok szarkomerekbe rendezédnek, melyek fénymikroszkoposan is lathatod
harantcsikolatot mutatnak (9. abra A panel). A szivizomsejtek altal kifejtett mechanikai
munka a szarkomer kontraktilis (aktiv), valamint nem kontraktilis rugalmas és viszkozus

(passziv) elemeinek 0sszhatasan alapul.

A kontraktilis appardtus aktiv mechanikdja

A szivizom-kontrakcid6 mechanizmusanak ¢lettani alapja az aktin molekulak és a
miozin molekuldk Un. ,feji” régioi kozotti kereszthidak képzddése és felbomlasa. A
kereszthid-ciklus eredményeként az interdigitald vékony és vastag filamentumok egymason
valo elcstiszasa egymashoz kozeliti a Z-korongokat, ezért a szarkomer megrovidiil. Ez az n.
,»csuszo filamentum modell” [74].

Diasztolé soran az intracellularis [Ca?'] alacsony, a kontrakciot szabalyozd troponin
fehérje komplex [kardidlis troponin C (cTnC), I (cTnl), T (cTnT)] és a tropomiozin
megakadalyozza az er6generald aktin-miozin kdlcsonhatast (4. abra A panel). Szisztolé soran
az intracellularis [Ca?'] emelkedése inditja meg és tartja fent a filamentumok csuszasat. A
miofilamentalis kontrakcidhoz sziikséges kémiai energidt a miozin altal végzett adenozin-
trifoszfat (ATP) hidrolizis biztositja. A relaxdcidhoz a miozin fejek ismételt ATP kotése
sziikkséges, ennek elmaradasa esetén az aktin-miozin komplex megmerevedik (rigor). Az
aktin-miozin ciklus komplex és dinamikus korfogasat a kereszthid-ciklus steady state
leegyszeriisitett 4 1épéses sémajaként a 4. abra B panel mutatja be. A Mg?*-fiiggd miozin
ATPaz aktivitas altal végzett bazalis ATP hidrolizis juttatja a miozint egy inorganikus

foszfatot (Pi) és adenozin-difoszfatot (ADP) koté magas energia allapotba (4. 1épés). A
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troponin komplex Ca?*-indukalt konformacio-valtozasa szabaditja fel a vékony filamentum
miozin kotéhelyeit a miozin-fejek szamara (4. abra A panel), ezaltal lehetové téve az
erdgeneralo aktin-miozin kereszthidak kialakulasat (1. 1épés). Az aktin-aktivalt miozin ATPaz
hatasara bekdvetkezd Pi disszociacio (2. 1épés) indukalja az aktint kotd miozin-fejek
erokifejtést jelentd evezOcsapas-szerii konformacio-valtozasat (power stroke). A relaxaciohoz
szlikséges kovetkezd 1épésben a miozin-fejek jboli ATP-kotése leszoritja az ADP-t, és a

miozin-fejek levalnak az aktinrol (3. 1épés) [74].

A
L
o CaZ*
- Troponin komplex Troponin katott Ca®
Tropomiozin Aktin Szabad miozin kbtShely
Relaxéacio Kontrakci6
B

ATPhi.droIizis ﬂ[’,pi ¥ @
3. m .
s 5

D

4. abra A szivizomsejt kontrakcié molekularis hattere [36,75-76,92].

A) A vékony filamentumok konformacids viszonyai a Ca?" fliggvényében. B) A csiszo
filamentum modell négy lépésben. ADP: adenozin-difoszfat; ATP: adenozin-trifoszfat, C:
kardialis troponin C; I: kardidlis troponin I; MHC: miozin nehéz lanc; MLC-1: miozin kdnnyt
lanc-1; MLC-2: miozin konny( lanc-2; Pi: inorganikus foszfat; T: kardialis troponin T.

A miozin motor fehérje tehat azaltal general erdt és elmozdulast, hogy ATPaz
aktivitasat Osszehangolja az aktinnal létesitett ciklikus interakcidjaval. A kontrakcio ereje

egyrészt a ciklusban részt vevld aktin-miozin kereszthidak szaméatol, masrészt a
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ciklusismétlédések sebességétdl fligg; utdbbi a miozin ATPaz aktivitasat tiikrozi. A miozint
két miozin nehéz lanc (MHC), valamint két esszencialis miozin konnyt lanc (MLC-1) és két
regulatorikus miozin konnyl lanc (MLC-2) alkotja [92]. Emldsokben két kiilonbozé6 MHC
izoforma ismert (a-MHC és B-MHC), melyet két kiilonb6zé gén kodol. A ragesald kamrai
szivizomzatban az o-MHC az els6dleges (~90%), mig a human kamrai miokardiumban a [3-
MHC a predominans izoforma. Az MHC izoforma kompozicié Osszefiiggésben van az
erégeneracio sebességével és energetikajaval, ugyanis az o-MHC nagyobb aktomiozin ATPaz
aktivitasa gyorsabb kontrakciokat tesz lehetové, mig a B-MHC tekinthet6 a ,,gazdasagosabb”
izoformanak [92].

Patologias koriilmények kozott a miofilamentumok (aktin és miozin), valamint a
regulator fehérjék (troponin komplex és tropomiozin) izoforma osszetételének megvaltozasa
[92], oxidacios [75] és foszforilacios [36] allapotanak modosulasa, vagy degradacidja [76]

egyarant képes befolyasolni az erdgeneracio teljesitményét, Ca?*-érzékenységét és kinetikajat.

A kontraktilis rendszer passziv fesziilése

A szivizomsejt passziv fesziilés és egyben a cellularis diasztolé egyik f6 tényezdje a
titin oriasfehérje [52]. A titin 3000-3700 kDa molekulaméretével a legnagyobb ismert
polipeptid, és mintegy molekularis rugo kifesziilve a fél szarkomeren (a Z-korongtol az M-
csikig) az izom szerkezeti stabilitasaért felel a relaxacié soran (5. abra A panel). A titin
méretében és elaszticitasaban is kiilonb6z6 izoforméakban expresszalodik. Feln6tt human
szivben a titin két 6 izoformaja expresszalodik: egy rovidebb és merevebb N2B (~3000 kDa)
izoforma és egy hosszabb, rugalmasabb N2BA (>3200 kDa) izoforma (5. abra B panel). Ez a
két izoforma osztaly alapvetden az I-csik régidoban kiilonbdzik egymadstol, mig a molekula
tobbi része (titin Z-korong, A-csik és M-csik régiok) konstitutivan expresszalodik. A titin

crer

két nytjthatd szegmens talalhat6. A tandem immunoglobulin-szerti (Ig) domének régidit a
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“proximalis Ig domének” (Ig10-1g20), “k6zéps6 Ig domének™ (Ig24-1g76; alternativ splicing),
¢s “disztalis Ig domének” (Ig80-I1g95) alkotjak. Az intrinszik rendezetlen struktirak
magukban foglaljak az egyedi szekvenciaju szivspecifikus un. “N2-B” elemet (N2-Bus, N2-B
unique sequence) és az un. “PEVK” szegmenst (prolinban, glutamatban, valinban és lizinben
gazdag elem). Mindezen titin izoformak kialakulasa egy sokszoros alternativ splicing

folyamat  eredményei  kiilonésen a  titin  l-csik  régidban  (~230  exon).

A _ Fél szarkomer B

Titin

( B A~ Miozin
TR —— N2BA ~3300 kDa
R —— N2B ~3000 kDa
' — T2 —

Z-korong M-csik Human Egér Patkany

C
Borbély A, Circ Res, 2009
Hamdani N, Circ Res, 2013; 5 5
Hidalgo C,J Mol Cell Cardiol, 2013 - "J,'
Raskin A, ) Biol Chem, 2012 g E
o e
= [+]
= ]
2 &l &
= = =
; Krilger M, Circ Res, 2009; Hidalgo C, Circ Res, 2009 = Iﬁ
van Heerebeek L, Circulation, 2012 -
1.1zoforma 6sszetétel 3. Foszforilacio 4. Proteolizis
van Heerebeek L, Circulation, 2006 Barta J, Mol Cell Biochem, 2005
H gy S ————
. . . . PR | S H’“’i“ﬂ':':".’!':':'.’l'l'#'l'l':{"ll:'i”!
2. Oxidativmodosulas it funfet
Griitzner A, Biophys J, 2009 Proximalis N2-Bus PEVK Disztalis
Ig domének Ig domének Titin N2B izoforma

5. abra A szarkomer oriasfehérjére: a titin [5,9,34,37,40-41,48,66,82-83].

A) A titin elhelyezkedése a szarkomeren beliil. B) Feln6tt human és ragesalo (egér, patkany)
kardialis titin izoformak (N2BA ¢és N2B) Coomassie kékkel festett blot képeken. C) A titin
struktarajat és elaszticitasat befolyasold poszttranszkripcios (1.) €s poszttranszlacios (2-4.)
modosulasok. CaMKIIS: Ca?*/kalmodulin-dependens protein kinaz-115; Erk2: extracellularis
szignal-regulalt kinaz-2; 1g: immunglobulin-szerii; N2-Bus: N2-B unique sequence (egyedi
szekvencia) domén; PEVK: prolin, glutamat, valin és lizin aminosavakban gazdag domén;
PKA: protein kinaz A; PKCa: protein kinaz Ca; PKG: protein kinaz G; T2: sziikségszert titin
degradacios termeék.
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A titin izoforma kompozicidja fajokként eltérd, ami predominansan az N2B izoforma
ragcsalokban és az N2BA nagyobb emlésokben. A hosszu titin izoformak (N2BA) kisebb
passziv fesziilést eredményeznek, mig a rovid izoformak (N2B) nagyobb passziv fesziilést
biztositanak [18]. A titin izoforma Osszetételének megvaltozasa [82], oxidativ [34] és
foszforilacids allapotanak modosuldsa, vagy degradacioja [S] direkt médon befolyasolhatja a
titin-dependens passziv fesziilést (5. abra C panel).

Kronikus kardiovaszkularis betegségekben a szarkomer passziv mechanikai
tulajdonsagait meghatarozo patofiziologiai tényezd a titin foszforilacios allapotanak kindzok
altal medialt valtozatos modulacidja (5. abra C panel) [52]. A titin kronikus foszforilacios
hidnya a szivelégtelenség, kiilonosen a HFpEF fenotipus jellegzetessége. A protein kinaz A
(PKA) a titint az N2-B rugalmas doménen (pl. Ser-3991 a patkany, illetve Ser-4010 a human
szekvencia szerint) foszforilalva csokkenti a szivizomsejtek passziv fesziilését. In vitro a
szivizomsejtek passziv fesziilését csokkentdé PKA-medialt hatas kifejezettebb HFpEF
betegekben, mint HFTEF és egészséges kontroll egyénekben. Mindez arra utal, hogy a titin
foszforilacidjanak csokkenése lényegesen hozzajarul a diasztolés fesziilés novekedéséhez
HFpEF-ben [9]. A protein kindz G (PKG) a titint az N2-Bus doménen (pl. Ser-4080 a
patkany, illetve Ser-4099 a humdan szekvencia szerint) foszforildlva szintén csokkenti a
passziv fesziilést [48], ennek megfelelden a titin PKG-medialt foszforilacigjanak csokkenése
szintén novelheti a szivizomsejtek passziv fesziilést HFpEF-ben [83]. Egy masik kinaz, az
extracellularis szignal-regulalt kinaz-2 (ERK2), szintén az N2-B rugalmas domént (pl. Ser-
3991 a patkany, illetve Ser-4010 a human szekvencia szerint) foszforilalva csokkenti a
szivizomsejtek passziv fesziilését [66]. Tovabba, szamos titin oldallanc, egyesek a titin
nyujthat6 szakaszanak N2-Bus és PEVK doménjeiben (pl. Ser-4043 és Ser-12884 a patkany,
illetve Ser-4062 ¢és Ser-12022 a human szekvencia szerint, a fenti sorrendben), mig masok a

Z-korong, A-csik és M-csik titinben, Ca?*/kalmodulin-fiiggd protein kinaz-115 (CaMKIIS)-
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fliggd foszforilacidja szintén csokkenti a szivizomsejtek passziv fesziilését [37]. Ezzel
szemben, a protein kindz Ca (PKCa) a titin PEVK domén (pl. Ser-12742 és Ser-12884 a
patkany, illetve Ser-11878 ¢és Ser-12022 a human szekvencia szerint) kizardlagos

foszforilacidjaval noveli a molekula altal kdzvetitett passziv fesziilést [40].

2.2. A Ca?* szerepe akut miokardialis diszfunkcioban

Az akut koszoruér-elzarédas okozta szivizom-karosodas egy kétarc folyamat
eredménye. Az egyik patologiai tényezé maga az iszkémia, a masik probléma bizonyos
esetekben éppen a reperfuzid (iszkémia-reperfuzié karosodasok). Az akut miokardialis
infarktus aktudlisan leghatékonyabb terapidja az idében végzett koronaria revaszkularizacio,
mely leginkabb képes mérsékelni az infarktus méretét, megdrizni a bal kamrai szisztolés
funkciot, valamint késletetni a kronikus atépiilést és szivelégtelenséget. A reperfiiziéo azonban

paradox médon hozzajarulhat az infarktus soran kialakulé miokardialis karosodashoz [27].

Miokardialis iszkémia-reperfuzio

A felnétt szivizomsejtek foként termindlis sejtek, ezért sejtvesztés esetén replikativ
kapacitasuk nincs vagy minimalis. Ebbdl kovetkezik, hogy minden terapids beavatkozas,
koztiik a szivizom reperfuzio legfontosabb célja a kardialis struktira és funkci6 megorzése.
Iszkémiaban az oxigénhidnyt a csOkkent koronaria aramlas valtja ki. Hipoxidban (fOleg
kisérletes koriilmények kozott) az dramlas ugyan normalis, de az nem képes elég oxigént
biztositani. Mindezen fogalmak a csokkent cellularis oxigénellatds olyan allapotait irjak le,
amelyekben a mitokondrialis oxidativ folyamatok elégtelenné valnak. Amint az energiaellatés
képtelen kielégiteni az intracellularis anyagcsere igényeit, a sejtmetabolizmus progressziven
roml6 zavara 1ép fel. A ,,metabolikus veszélybe” keriilt sejtet, hacsak a korai reperfuzidé meg

nem menti, az iszkémia elkeriilhetetleniil az elhalas felé sodorja.
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Izolalt szivben a korondria dramlas teljes megsziinése (globalis iszkémia) a
kontraktilitds hirtelen romldsat eredményezi, ami részben az intracellularis aciddzis
kovetkezménye, mely masodpercekkel az iszkémia indukcidjat kovetden mérsékli a
szarkolemméan  beliili Ca** mozgast a szarkoplazmatikus retikulumban és a
miofilamentumokhoz [26]. Roviddel ezutan a szivizomsejt energia-toltottsége lecsokken, €s a
kreatin-foszfat szintek még az ATP szinteknél is gyorsabban és nagyobb mértékben esnek. A
metabolizmus anaerob moédon zajlik, mely szubsztrat-szintli foszforilacié révén termel ATP-t
laktat képzddése mellett. A kontraktilitas csokkenése (és ezaltal a csokkent ATP fogyasztas)
¢s a fokozott anaerob ATP termelés egyarant kardioprotektiv, de a kontrakcio rovasara mend
cellularis mechanizmusok. A reperfuzié ebben a fazisban a mitokondrium megtartott
funkcidjara utald magas energiaja foszfat produkciojat eredményezi.

Rovid iszkémias periddust kovetd korai reperfuzio utan aritmiak lépnek fel, amik bar a
sikeres reperfuzio és az €letképes miocitak bizonyitékanak is tekinthetéek, farmakologiai
kontrolljuk mégis nagy gyakorlati problémat jelent. Ismert az is, hogy az iszkémias
miokardium reperfuziéo utan nem azonnal nyeri vissza funkcidjat, hanem napokkal, akar
hetekkel késobb. Ez a joindulata és reverzibilis poszt-iszkémias kontraktilis diszfunkcié az
un. stunning [7]. Kialakulasaban a legvaldszinlibb mechanizmus a kontraktilis apparatust érd
oxidativ stressz és Ca?" tultoltédés. Hosszabb hipoperfuzids epizodok egyes betegekben
kronikus regionalis funkciozavart okozhatnak, melyek reperfazié hatasara helyreallhatnak
(hibernacio). A stunning nem josolhato és specifikusan nem kezelhetd, de sulyos esetekben a
tiineti kezelés segithet megtartani a perctérfogatot és elkeriilni az irreverzibilis karosodast.

Tartos irreverzibilis iszkémia utani reperfiizid azonban mar nem képes a kontraktilitast
mitokondridlis oxigén felhasznalas csokkenését, és a diasztolés funkcid tovabbi romlésat

okozza [25]. Szovettanilag a késdi reperfuzido a citoszol duzzadasaval és szétrepedéséhez
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vezetd ddémaval, valamint massziv hiperkontraktiraval ¢és szarkolemmalis karosodassal jar.
Ha a koronaria véraramlas tartésan alacsony marad, akkor viszont tovabbi laktat
felszabadulas, a diasztolés nyomas emelkedése (a Ca®" homeosztazis stilyos zavaranak a jele)
¢s a szarkolemma sulyos karosodasa (pl. troponin kidramléas) kovetkezik be. Szamos
tanulmény szerint a Ca?*, a reaktiv oxigén gyokok és a pH véltozasai jarulnak hozza a poszt-
iszkémias kontraktilis diszfunkciohoz. Ugy gondoljék, hogy stunning és tartos iszkémia utan

szabad gyokok képzédése és Ca?" taltdltédés vezet az Gn. reperfiziés paradoxhoz [7].

A Ca?* paradox jelenség

Paradox modon, ha egy fizioldgiasan perfundalt izolalt szivet dtmenetileg Ca®*-mentes
Krebs-Henseleit pufferrel, majd ismét fiziologiasan perfundalunk, akkor a sziv hamar
tonkremegy. Ezt az emlékezetes, de varatlan megfigyelést elséként Zimmerman és Hiilsmann
irta le ot évtizeddel ezeldtt [97]. Azota a rovid ideig Ca®* depletalt sziven kivéltott Ca?*
replécio okozta adverz hatas az in. Ca®" paradoxként ismert jelenség [98]. Habar az in vivo
patofizioldgiaban a Ca?* deplécidja és replécidja nem kizarélagosan jelentkezik iszkémia-
reperfuzio soran, a citoszolikus [Ca?'] extrém emelkedése az egyik kulcselem az iszkémia-
reperfuzio miokardium karosodasban [73]. Eppen ezért a Ca?* paradoxnak kitett izolalt sziv
széles korben ismert modell az iszkémia-reperfuzio soran fellépd Ca?* tultoltddés okozta
strukturalis és funkcionalis miokardialis karosodas mechanizmusainak a tanulmanyozasara
[62].

A Ca?" paradox patomechanizmusa mar részben ismert. A Ca?* depléciot kovets Ca*
replécid globalis bal kamrai funkcionalis kdvetkezménye a szisztolés nyomds latvanyos
csokkenése €s ezzel parhuzamosan a végdiasztolés nyomas jelentds emelkedése [89,94]. A
Ca?* paradox hatdsara fellépd dramai kontraktilis zavar hatterében miokardialis
hiperkontraktiira és kiterjedt ultrastrukturalis kdrosodas all [91]. Ca®" deplécio alatt ugyanis

megbomlik az egymassal szomszédos szivizomsejtek interkalald korongjai kozotti kapcsolat
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[29], szétfoszlik a PB-disztroglikan, és felbomlanak a sejt-sejt, illetve a sejt-extracellularis
matrix kapcsolatok [55]. Végiil massziv Ca?* tultltédésben kialakul a hiperkontraktira [20],
mialatt a sziv ,,sapadtta” valik a mioglobin veszteség miatt [45]. Mivel a sejt-sejt szétvalas
egyik sziikséges 1épése a jelenségnek, ezért ugy gondoljak, hogy az izolalt szivizomsejtek
elkeriilik a Ca®" paradoxot [28,61]. Mindezen megfigyelések azt sugalljak, hogy Ca?*
paradoxban a kontraktara a kontraktilis diszfunkci6 legfobb oka.

Ezzel szemben, szdmos parhuzamos intracelluldris valtozis is bekdvetkezik a Ca?*
paradoxnak kitett izolalt szivekben. A Ca®*-replécio kivaltotta excessziv Ca?* bedramldshoz
hozzajarul a Na*/Ca?* cseretranszporter reverz miikddése és a tranziens receptor potencial
csatornak aktivacidja [46], valamint a nem specifikus transzmembran bearamlas [55]. A
szarkolemma szétesése [64] is bekdvetkezik a Ca®* eltavolitasira képtelen szarkolemmalis
CaZ*-aktivalt és Mg?" ATPaz elégtelenségével [65]. A mikroszoma frakci6 is karosodik a
szarkoplazmatikus retikulum csdkkent Ca?*-aktivalt és Mg?" ATPaz aktivitasdval és Ca®*
kotésével [1]. Ezek a folyamatok egyiittesen Ca?* tultoltédést eldidézve az intracellularis Ca®*
mozgés kiterjedt zavarat okozzdk. Ugyanakkor, azt egyelére még nem sikeriilt tisztazni, hogy
Ca?* paradoxban vajon a szarkomer szétesése és a miofilamentumok karosoddsa is hozzdjarul-
e a kontraktilis elégtelenséghez. Ezzel kapcsolatban a Ca®* paradox patkany modelljeiben az
ellenére, hogy a Ca?" paradox mostanaban nem egy ,,forrd téma”, a legujabb tudomanyos
eréfeszitések lathatoan mégis képesek voltak 10j betekintést nyujtani a Ca®* tultoltddés

mechanizmusaba.

2.3. A RAS szerepe kronikus miokardialis diszfunkciéban
A kronikus sziv-érrendszeri megbetegedések kialakuldsa soran olyan neurohumoralis

mechanizmusok (pl. fokozédd RAS aktivitds és szimpatikus tonus) érvényesiilnek, melyek
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rovidebb tavon ugyan tamogathatjak a keringést, hosszabb tavon azonban rontjak a sziv
funkcigjat. A neurohumorélis rendszer talmiikodése a szivizomzat strukturalis és funkcionalis
atépiilése (remodelling) révén a kamrak elégtelen telédését és iriilését eredményezi, ami
végsd soron a kontraktilis diszfunkciot elmélyiti. Mindezen folyamatok kovetkeztében

szivelégtelenség alakul ki.

A RAS utvonalak patofiziologiai szerepe

A hipertonia a leggyakoribb human betegség ¢és egyben a szivelégtelenség
leggyakoribb tarsbetegsége [17]. A jellemzOen hipertonia talajan kialakulo6 HFpEF-ben a bal
kamra hipertréfia €s fibrozis ndveli a szivizomzat merevségét, ami kovetkezményesen rontja a
bal kamrai relaxaciot €s diasztolés telodést, ami diasztolés diszfunkcio kifejlédéséhez vezet
[10]. A RAS biokémiai kaszkadja kulcstényezd a vérnyomas szabalyozasaban, ennek
megfeleléen a RAS valtozésai kritikusak a hipertonia kialakuldsdban és fenntartasaban [79].

A RAS enzimatikus 1épéseinek sorozatdban a vesébdl szarmazd renin sebesség-
meghataroz6 moddon ¢és rendkiviil specifikusan hasitja a majbol a véraramba keriild
angiotenzinogént [87]. Az igy keletkezd inaktiv angiotenzin I molekulat az angiotenzin
konvertadldo enzim (ACE) alakitja tovabb biologiailag aktiv angiotenzin II molekulava.
Kardiovaszkularis betegségekben az angiotenzin II ATiR tipust receptoran kozvetiti a RAS
patoldgias hatasait, melyek elsdsorban a fokozott szimpatikus tonus és aldoszteron szekrécio,
vazokonstrikcio, so- és vizretencid, immun- és gyulladasos valaszok, valamint a globalis
kardiovaszkularis sejtproliferacio és remodelling (6. abra). Ezzel szemben, az ACE homolog
ACE2 enzim egy ellen-regulatorikus szereplé a RAS szignalizacioban [87]. Az ACE és ACE2
egyarant endotélium-kotott, M2 csaladba tartozd metalloproteinazok (karboxipeptidazok),
jelentés expresszidval a szivben, vesében, agyban és az érrendszerben. Az ACE-val mutatott
jelentds biokémiai hasonlésag ellenére azonban az ACE2 érzéketlen a klasszikus ACE

gatlokkal (pl. captopril) szemben [22,80]. Az ACE2 az angiotenzin II bontasaval angiotenzin
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1-7 molekulat képez, mely Mas receptoran (MasR) hatva fejti ki a RAS elény6s hatasait,
melyek elsésorban a vazodilatacio, natriurézis, szovetgyogyulas, differenciacio, apoptozis és a

csokkent sejtproliferacio (6. abra).

Wang W, Heart Fail Rev, 2012 alapjan

Angiotenzinogén

)|

Angiotenzinl (1-10) > Angiotenzin1-9
Angiotenzinll (1-8) > Angiotenzin1-7

| |

A ATzR MasR _\

Y Y
Vazokonstrikcié Vazodilatacié
S6-és vizretencid Natriurézis
Sejtndvekedés, sejtproliferacio Csodkkentsejtproliferacio
Remodelling Differenciacio
Immunvalasz Apoptozis
Gyulladas Szdvetgyogyulas

6. abra A renin-angiotenzin rendszer (RAS) enzimatikus kaszkadjanak f6 1épései [87].
ACE: angiotenzin konvertald enzim; ATiR és AT2R: angiotenzin Il receptor l-es és 2-es
tipus, a fenti sorrendben; MasR: Mas receptor.

Tovabba, az ACE2 multifunkciondlis enzimként szamos bioldgiai szubsztrattal bir, igy
angiotenzin I-bdl inaktiv angiotenzin 1-9 peptidet is képez, illetve egyéb vazoaktiv peptideket
(pl. apelin-13 és -17) is hasit [87]. Mindezek tehat két ellentétes hatasu ag miikodését
igazoljak a RAS jelatvitelében, az egyik ag a klasszikus ACE — angiotenzin Il — ATiR
tengely, mig a masik g az alternativ ACE2 — angiotenzin 1-7 — MasR tengely. Erdekesség,

hogy az alternativ utvonal aktivitdsa a klasszikus tuton termelédd angiotenzin I és II
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mennyiségének fliggvénye, tekintettel arra, hogy ezen peptidek az ACE2 szubsztratjai. Az
ACE2 az angiotenzin ll-indukalt miokardialis hipertrofia, fibrozis és diasztolés diszfunkcio
negativ regulatora, ezért hidnya hipertonidban és miokardiélis infarktusban adverz patologids
remodelling-hez vezet [87]. Az ACE2 — angiotenzin 1-7 — MasR tengely modulacidja éppen
ezért jelenthet Uj terapids stratégiat hipertoniaban és szivelégtelenségben.

A RAS inhibitorok gyakorlati sikere valoban igazolja a RAS kozponti szerepét a
a szivelégtelenség HFpEF és HFrEF fenotipusainak patomechanizmusa és terapidja egymastol
lényegesen eltér [11]. Erdekes modon, hipertoniahoz tarsulé szivelégtelenségben a RAS
elemei is fenotipustdl fiiggé modon valtoznak meg, ugyanis human HFpEF-ben a szérum
ACE aktivitas nagyobb, mig az ACE2 aktivitas kisebb, mint HFrEF-ben [81]. Kiilondsen a
RAS gatloinak (pl. ATiR blokkold: irbesartan; ACE gatld: perindopril) hatékonysaga tlinik
ellentmondasosnak, mivel azok HFrEF-ben bazisterapianak szamitanak, de HFpEF-ben
eredménytelenek [10]. Mivel HFpEF-ben a mai napig nincs klinikailag igazolt terapias
modszer, ezért a legujabb HFpEF tanulményok a patofizioldgia jobb megértésére ¢és

klinikailag relevans alcsoportok létrehozasara buzditanak.

Az mRen2 patkany modell

Az ellentmondd gyakorlati tapasztalat igazolja a Mullins altal bevezetett renint
tulexpresszald hipertonia modell jelentdségét (7. abra), amelyben az egér Ren-2¢ renin gént
hordoz6 transzgenikus patkény torzs (mRen2) a primer hipertonia modellje a pontosan
meghatarozott genetikai hattér elonyével [58]. Mivel ezekben az allatokban felmeriilt a
szoveti angiotenzin II patofiziologiai szerepe [49], ezért az mRen2 modell alkalmas a lokalis
patologias RAS jelatvitelhez kothetd miokardidlis diszfunkcid tanulméanyozasara. Figyelemre
méltd, hogy az mRen2 patkdnyok fenotipusdnak karaktere hasonlé ahhoz, mint ami human

szivelégtelenségben is lathatdo [50]. Nevezetesen, az mRen2 miokardium hipertrofiat,
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extracellularis kollagén felhalmozodast és perivaszkularis fibrozist [3,24,100], valamint
angiotenzin Il-medialt oxidativ stresszt mutat [88]. Tovabba, egyes magneses rezonancia
képalkotd (MRI) és echokardiografias vizsgalatok in vivo csokkent bal kamrai szisztolés
funkciot (EF) allapitottak meg ezekben az allatokban [21,88]. A B-adrenerg receptorok
downregulacio-jat a papillaris izmok izoproterenolra adott csokkent pozitiv inotrop
véalaszkészségével [12,99] és nyuzott rostok csokkent Ca?*-érzékenységével tarsulva [15,99]
szintén leirtdk az mRen2 modellben. Ezek a funkcionalis valtozdsok Osszességében a
kontraktilitas zavarara és a HFTEF fenotipusra jellemz6 eltérések [11,82]. Ugyanakkor, mas
mRen2 tanulmanyokban szivultrahang [44] ¢s MRI [35,54] vizsgalatokkal normal EF mellett
koros diasztolés funkciot azonositottak. Az mRen2 szivek relaxacids zavara Osszhangban
lehet a beldliik szarmazd nyuzott bal kamrai rostok megnovekedett diasztolés fesziilésével
[99]. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a hiperténias mRen2 patkanyok kardialis diszfunkciojanak
fenti valtozatai megfelelden tiikrozik a human betegségben fellépd miokardialis atépiilés

soksziniiségét [11,17,82].

egér

—;rﬁf*-srm*-

SD kontroll

| .

7. abra Az mRen?2 transzgenikus patkéany torzs genetikai hattere az egér Ren-29 (Renin 2) gén
tandem inzercidja a Sprague-Dawley (SD) kontroll torzsbe [58].




3. CELKITUZESEK

3.1. A szarkomer diszfunkcié mechanizmusanak vizsgalata Ca®* paradoxban

Célul tiiztiik ki a Ca?* taltsltddés kivaltasat kdvetden csokkent szivizom-kontraktilitas
hatterében allo lehetséges funkciondlis és strukturalis szarkomer diszfunkci6 felderitését.
Munkank sordn Ca?* paradoxnak Kkitett szivekben meghatiroztuk a miofibrilliris ATPaz
aktivitasokat, karakterizaltuk az izolalt szivizomsejtek mechanikai teljesitményét, valamint
megvizsgaltuk a Ca?" paradoxban lehetséges fehérjedegradacié célpontjait a kontraktilis (pl.
aktin, miozin), strukturalis (pl. titin, a-aktinin) és regulator (pl. troponin komplex, MLC)

miofilamentalis fehérjék kozott.

3.2. A sziveti RAS szerepének vizsgalata diasztolés diszfunkciéban

Célunk volt meghatarozni a RAS patologias aktivitasanak kozvetlen hatasat a kardialis
szarkomer mikodésére a renint tulexpresszald6 mRen2 allattdrzsben. Tanulmanyunkban 15
hetes him homozigéta mRen2 patkanyokban meghataroztuk a miokardialis ACE és ACE2
aktivitasokat, karakterizaltuk az izolalt szivizomsejtek funkciojat, felmértiik az angiotenzin I1
utvonalon a PKCa expressziot, valamint megvizsgaltuk a szarkomer passziv fesziiléséért

felelds titin foszforilaltsagi allapotat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Modszerek I: a Ca?* paradox modell

A kisérleti allatok felhasznaldsanak iranyelvei

Az allatkisérleti protokollokat a ,, Canadian Council on Animal Care” és a ,, National
Institute of Health” iranymutatasai alapjan ellendrizte és elfogadta a ,, University of Manitoba
Animal Care Committee”. A Ca?" paradox korabbi kisérletes protokoll gyakorlatat kovetve
him Sprague-Dawley patkanyok (SD, 250-300 g) szivét Langendorff szerint perfundaltuk
[89,91,94]. A humanus ¢és fajdalommentes felaldozas érdekében kisérleti allataink szivét

ketamin (90 mg/kg) és xylazin (10 mg/kg) anesztéziaban izolaltuk.

Ca?* paradox Langendorff szerint

Az izolalt SD sziveket fiziologias Krebs-Henseleit oldattal [120,0 mM NaCl,
4,8 mM KCI, 1,2 mM KH2POs, 1,25 mM CaClz, 1,25 mM MgSOs, 25,0 mM NaHCOs és
8,6 mM gliik6z (mind Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); pH 7,4] Langendorff modszerrel
(37 °C, 95% Oz, 5% CO2) perfundaltuk. A perfizi6 soran a sziveket egy Phipps and Bird
stimulatorral (Richmond, VA, USA) elektromosan ingereltiik (300 stimulus/perc, 2,5-3,0 ms
négyszogimpulzus, 30 V amplitudo).

Husz perces stabilizacios periodust kovet6en a sziveket 3 csoportba (n = 7-9/csoport)
randomizaltuk (8. abra). Ezt kovetden a sziveket perfundaltuk vagy tovabbra is fiziologias
(Ca®*-0s) Krebs-Henseleit pufferrel 15 percig (kontroll; 8. abra A panel), vagy Ca?*-mentes,
maskiilonben normal pufferrel 5 percig (Ca?* deplécio; 8. dbra B panel), majd Ca®* depléciot
kovetden ismét fiziologias Krebs-Henseleit pufferrel 10 percig (Ca®* paradox; 8. abra C

panel).
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Bal kamrai nyomasmeérés

A Langendorff szerint perfundalt szivek bal kamrai liregébe erdméréhéz (modell:

1050, BP-Biopac System, Goleta, CA, USA) csatlakoztatott vizzel teli latex ballont

helyeztiink. Regisztraltuk a bal kamra altal kifejtett nyomast (left ventricular developed

pressure) és a bal kamrai végdiasztolés nyomast (left ventricular end-diastolic pressure),

valamint meghataroztuk a bal kamraban kifejlédé nyomds idé szerinti elsé derivaltjanak

maximum ¢és minimum értékét (dP/dtmax és dP/dtmin, @ fenti sorrendben). A kiindulasi

végdiasztolés nyomadst a ballon felfijasaval 10 Hgmme-re allitottuk be.
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8. abra A Ca?* paradox kisérletes modellje.
Reprezentativ bal kamrai nyomasgdrbék az id6 fliiggvényében Langendorff szerint perfundalt
patkany szivekben. A) Kontroll perfazio Krebs-Henseleit fiziologias oldattal. B) Kontroll

perflziot kdveté Ca?* deplécio. C) Ca?* replécié Ca?t deplécié utan: Ca?* paradox.




Miofibrillaris ATPaz aktivitas

Bal kamrai miofibrillumokat (n = 7-9/csoport) Solaro leirasa alapjan izolaltunk [71],
majd szuszpenzidos médiumban szuszpendaltunk [100,0 mM KCI, 20,0 mM Tris_HCI
(mindketté Sigma-Aldrich); pH 7,0]. Korabbi protokoll alapjan [60] a total ATPaz aktivitast a
kovetkezé pufferben mértik: 20,0 mM imidazol, 3,0 mM MgCl2, 2,0 mM NaATP,
5,0 mM NaNs, 50,0 mM KCI, 0,01 mM szabad Ca?* (mind Sigma-Aldrich); pH 7,0. A bazélis
Mg?*-fiiggd ATPAaz aktivitast szintén ebben a pufferben hatdroztuk meg, kivéve, hogy ekkor a
szabad Ca?*-ot 1,0 MM EGTA-ra cseréltiik. A reakcioidd 37 °C-on 5 perc volt, melyet
jéghideg 12%-0s triklorecetsav hozzaadasaval allitottunk le. Centrifugalast kovetéen a
foszfatot a feliiliszobol kolorimetrias modszerrel hatdroztuk meg [78]. A Ca?*-stimulalt

ATP4z aktivitast a total és a bazalis (Mg?") ATP4z aktivitas kiilonbségeként szamoltuk.

Izolalt szivizomsejtek mechanikai vizsgadlatanak mérdrendszere

A mélyfagyasztott (—70 °C) szivizomszovet mintakat izolal6 oldatban (1,0 mM MgClz,
100,0 mM KCI, 2,0 mM EGTA, 40 mM ATP, 10,0 mM imidazol, pH 7,0) 4 °C-on
mechanikailag izolaltuk és 0,5% Triton X-100 detergenssel membran-permeabilizaltuk. Az
1zolalt szivizomsejteket rozsdamentes rovartiik segitségével egy nagy sebességli hosszvezérld
motorhoz (Aurora Scientific, Aurora, Kanada) és egy érzékeny erdméré egységhez (SensoNor

AS, Horten, Norvégia) rogzitettiik 15 °C-on (9. abra A panel). Ezt kdvetden a szivizomsejtek

crer

c sy

37,11 mM KClI, 6,41 mM MgClz, 7,0 mM EGTA, 6,94 mM ATP, 15,0 mM kreatin-foszfat;
pH 7,2) aktival6 oldatba (Osszetétele megegyezik a relaxald oldattal, de EGTA helyett
CaEGTA-t tartalmaz) torténé transzferével indukaltuk (9. abra B panel). Kisérleteinkben a

Ca?* koncentraciokat —logu[Ca?'] egységekben adtuk meg, igy a relaxald oldat pCa 9,0, mig a
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maximalis aktivald oldat pCa 4,75 volt. Minden oldatot frissen egészitettiink ki protedz
inhibitorokkal: fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF): 0,5 mM; leupeptin: 40 puM; és E-

64: 10 uM. Minden emlitett vegyszer a Sigma-Aldrich-tdl szarmazik.

A

Kontroll CaZ deplécid Ca?* paradox

B
Kontroll CaZ deplécid Ca?* paradox
peasr U Y
9,0
pca ktr.ma:t ktr.ma:{ ktr.ma:{
L J Lh- J L" ]
g, ! T
Ssec .Releasel .Releasel +Releasel
Restretch” Restretch” Restretch”
SH 100%
SH 80% I |_,- | |_,- | |_|-

9. abra A kontraktilis apparatus miikddése a kontroll, Ca**-depletalt és Ca®* paradox
csoportokban.

A) Izolalt, nytzott szivizomsejtek mikroszkopos képe. A szivizomsejt-méretli preparatumokat
szilikon ragaszto segitségével egy elektromagneses motorhoz (bal oldalon) és egy érzékeny
erdméréhoz (jobb oldalon) rogzitve feszitettiik ki. Meg kell jegyezniink, hogy csak a latszolag
ép hardntcsikolattal bird szivizomsejtek keriiltek kivalasztasra és vizsgalatra. A
szarkomerhosszt 2,3 pm-re allitottuk be. A vonalas mérték 10 um. B) Az eredeti
erdregisztratumok a cellularis erdmérések kivitelezését demonstraljak. A membranfosztott
szivizomsejtek maximalis Ca?*-aktivalt erdgeneracidjat a prepardtumok relaxald — —logi[Ca?']
(pCa) 9,0 — oldatbol maximalis aktivalo — pCa 4,75 — oldatba torténd transzferével indukaltuk.
Az eréregeneracié maximalis sebességi allanddjanak (kir,max) meghatarozasa érdekében gyors
tn. release/restretch mandvert végeztiink pCa 4,75 mellett. A Ca®'-fiiggetlen erét az eredeti
sejthossz fesziilésmentes 80%-an ismét relaxalo oldatban mértiik.

crer

és szubmaximalis (pCa 5,4-7,0) aktivalé oldatok hasznalataval regisztraltuk. A Ca?*-
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kontrakciok platé fazisaban egy Un. release-restretch mandvert hajtottunk végre az er6-
regeneracio sebességi allandojanak (ki) meghatarozasa érdekében [59] (9. abra B panel). A
beavatkozas eredményeként (az eredeti sejthossz 80%-an) az aktin-miozin Kkereszthidak
felbomlanak, majd az 0jbol kialakuld eré exponencialisan illeszthetd. A ki aktin-miozin
ciklus-allandot a pCa 4,75-6,0 tartomanyban hataroztuk meg, mivel pCa >6,0 mellett az
alacsony jel-zaj viszony az eré-regeneracié pontos illesztését nem tette lehet6vé.

A kiilonboz6 pCa (pCa 4,75-7,0) altal kivaltott egyes aktiv erd értékeket az adott pCa
sorban megfelelé6 maximalis erére (pCa 4,75 mellett) normalizaltuk, majd a kapott pontsort
Origin 6.0 elemzo6 program segitségével (OriginLab, Northampton, MA, USA) egy specialis

szigmoid (moédositott Hill) fliggvénnyel illesztettiik [59]:
F=Fo* [Ca2+]nHiII / (C&SO NHill 4 [Ca2+]“HiII);

melyben F a steady state eré adott [Ca?*] mellett, mig Fo, nnin és Caso (vagy pCaso) jeldli a
maximalis Ca?'-aktivalt erét szaturdld [Ca®'] mellett, valamint a szigmoid &sszefiiggés
meredekségét és félpontjat, a fenti sorrendben. Ebbdl a szigmoid lefutdst un. Ca?*-
érzékenységi gorbébdl adodik a fél-maximalis erdkifejtéshez sziikséges pCa érték (pCaso),
mely paraméter dnmagaban jellemzi az erégeneracié Ca?*-érzékenységét.

A vizsgalt szivizomsejtek Ca®*-fiiggetlen passziv erejét relaxalé oldatban (pCa 9,0) a
preparatum 20%-os megroviditése (a kezdeti hossz 80%-a) mellett mértiik (9. abra B panel).
A kardiomiocitak altal kifejtett eré platd szakasza és az ezt kovetd rapid release (nincs
erdgenerald aktin-miozin kapcsolat) zéré eré kozotti kiilonbség felel meg a szivizomsejtek
total erejének, amelybdl a Ca?*-fiiggetlen passziv erékomponenst kivonva megkapjuk a Ca?*-
fiiggd aktiv erot.

Kisérleteinkben a Langendorff-perfundalt szivekb6l (n = 5-7/csoport) izolalt
szivizomsejtek (n = 12-13/csoport) kontraktilis teljesitményét vizsgaltuk. A mechanikai

mérérendszerrel regisztralt originalis erdértékeket (uN-ban; 9. abra B panel) a vizsgalt
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szivizomsejt keresztmetszetére (um?-ben a sejt szélességébdl és magassigabol szamitva)

vonatkoztatva az adott szivizomsejt fesziiléseként fejeztiik ki (kN/m?-ben).

Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A Langendorff-perfundalt bal kamrai szOvetmintakat (n = 5/csoport) fagyos
mozsarban poritottuk és jéghideg pufferben [30,0 mM KCI, 15,0 mM imidazol, 5,0 mM NacCl,
1,0 mM MgClz, 1,0 mM EGTA, 1,0 mM EDTA, 0,5 mM DTT és CaClz, 0,3 mM Calpain
Inhibitor I (Calbiochem, San Diego, CA, USA), leupeptin és Phosphatase Inhibitor Cocktail
1 (mind Sigma-Aldrich, ha masként nincs jelolve); pH 7,5] homogenizaltuk. A
fehérjekoncentraciot kolorimetrias modszerrel BCA  reagenssel hataroztuk meg. A
homogenizatumokat alikvotolas utan azonnal natrium-dodecil-szulfat (SDS) mintapufferben 3
percig féztiikk. A Ca?" paradox mintdk homogenizatumaiban a fehérjéket egy-dimenzids SDS-
PAGE hasznélataval (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) gradiens gélben
(koncentracio tartomany: 6-18%; 30 ug fehérje/sav) szeparaltuk és eziistfestéssel
vizualizaltuk [31]. A kisméreti miofilamentalis fehérjéket (<100 kDa Kkoril) egy-
koncentracios SDS-PAGE hasznalataval [a-aktinin: 7%; dezmin: 10%; aktin, ¢TnT, Tm és
cTnl: 15%; MLC-1 és MLC-2: 20% (Mini Protean Il, Bio-Rad Laboratories); 5-10 ug

fehérje/sav] szeparaltuk.

Western immunoblot

Az éltalunk vizsgalt miofilamentalis fehérjéket gélelektroforézist kovetd protein
transzfer utdn Western immunoblottal azonositottuk. A fehérjék vizualizacidjat fokozott
kemilumineszcens (ECL, enhanced chemiluminescence) detekciéval a korabbiakhoz
hasonldan végeztiik [5].

A membranokat a kovetkezé elsédleges antitestekkel jeldltiik: anti-a-aktinin EA-53
klon (Sigma-Aldrich), higitas 1:5000; anti-dezmin DE-U-10 klon (Sigma-Aldrich), higitas

1:7000; anti-aktin (Abcam, Cambridge, UK), higitas 1:1000; anti-cTnT 1A11 klon (Research
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Diagnostics, Flanders, NJ, USA), higitas 1:3000; anti-Tm (Sigma-Aldrich), higitas 1:600;
anti-cTnl 19C7 klon (Research Diagnostics), higitas 1:1000; anti-MLC-1 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), higitas 1:7000; anti-MLC-2 (Abcam), higitas 1:400. A
detekciohoz peroxidaz-konjugalt masodlagos antitestetet (Sigma-Aldrich) hasznaltunk

megfelelden, higitas 1:3000.

MHC izoformak szeparacioja

Az MHC Coomassie kékkel végzett analiziséhez a Ca®" paradoxnak kitett patkany
kamrai szoveteket (n = 5/csoport) denaturald koriilmények kozott homogenizaltuk. Az MHC
izoformakat (a és B) 4%-os poliakrilamid gélen (4 pg fehérje/sav) a korabban leirtakhoz
hasonloan szeparaltuk [16,19]. Az elektroforézist konstans 220 V fesziiltségen 3-3,5 6ran at
15°C-on végeztik. A géleket Coomassie brilliant blue R-250 gélfestékkel (Bio-Rad
Laboratories) 2 éran at festettiik, majd 7%-os ecetsavval mostuk. Human szivelégtelen kamrai
szivizomszovet szolgalt a-MHC és B-MHC izoforma kontrollként. Az MHC izoformakat GS-
670 Imaging Densitometer (Bio-Rad Laboratories) rendszerrel dokumentaltuk.

Az MHC Western immunoblot analizishez a mintakat (n = 4-6/csoport) a mechanikai
mérésekhez hasonloan dolgoztuk fel, de ebben az esetben a szivizomszovetet izolald oldat
helyett mintapufferben oldottuk fel. Him SD patkany musculus soleus vazizom szolgalt -
MHC izoforma kontrollként. Az MHC izoformakat kordbbi SDS-PAGE protokollt médositva
szeparaltuk [77]. A fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk, majd elsédleges [pan
anti-MHC (Sigma-Aldrich), higitas 1:10000; és anti-B-MHC izoforma: egér IgM, MYH7
(A4.840) sc-53089 (Santa Cruz Biotechnology), higitas 1:1000] és masodlagos [peroxidaz-
konjugalt masodlagos antitest (Sigma-Aldrich), higitas 1:3000; és kecske anti-egér IgM, 115-
035-075 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA), higitas 1:20000]
antitestekkel megfelelden jeloltiik. A fehérjéket ECL reakcioval detektaltuk és MF-ChemiBIS

3.2 (DNR Bio-Imaging Systems, Jeruzsalem, Izrael) rendszerrel dokumentaltuk. A
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jelintenzitasokat ImageJ 1.410 képelemz6 program (National Institutes of Health, Bethesda,

MD, USA) segitségével értékeltiik.

Titin esszék

A titin izoforma Osszetétel €s foszforilacid vizsgalatat korabbi leirast modositva
végeztiik [9]. A Langendorff-perfundalt kamrai szivizomszoveteket a mechanikai mérésekhez
hasonldan készitettiik el6 (n=3 duplikatumban/csoport), és SDS mintapufferben [8,0 M urea,
2,0 M tiourea, 3,0% SDS, 750 mM ditiotreitol (DTT), 0,05 M Tris_HCI (pH 6,8),
10,0% glicerol, 0,004% brom-fenol kék, 40,0 uM leupeptin, 10,0 uM E-64 (mind Sigma-
Aldrich)] tartuk fel. A Ca?" paradox kisérleti csoportjai mellett human szivelégtelen kamrai
minta szolgalt N2BA és N2B titin izoforma kontrollként. Centrifugalast kévetéen (16000 g
5 percig 24 °C-on) a fehérjekoncentraciot a feliilluszobol dot-blot technikaval hataroztuk meg
megerdsitett 2%-0s géleken PAGE technikaval végeztiik. A mintak a géleken 2 mA konstans
aramerdsség mellett 540 percig futottak. A géleket Coomassie kék (Reanal Kft., Budapest,

Magyarorszag) fehérjefestékkel festettiik a titin azonositasa és izoforma analizise céljabol.

Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + a kozépérték kozepes hibaja (SEM) formaban tiintettiik fel. A
statisztikai analiziseket €s az eredmények abrazoladsat GraphPad Prism 5.02 szoftverrel
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) végeztiik. A Ca?" paradox csoportjai kozotti
kiilonbségeket egyszempontos varianciaanalizis (ANOVA) Bonferroni post-hoc teszt

hasznalataval értékeltiik, ahol P<0,05 értéket tekintettiink statisztikailag szignifikansnak.
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4.2. Médszerek IT: az mRen2 modell

A kisérleti allatok felhasznalasanak iranyelvei

Az allatkisérleti protokollokat az Europai Parlament 2010/63/EU sz. eldirasaval
osszhangban ellenérizte és elfogadta a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
(Etikai engedély szama: 1/2013/DE MAB). A transzgenikus mRen2 patkdny torzs

vizsgalataban szintén SD patkényok szolgaltak geno- és fenotipus kontrollként [50].

A hipertonia transzgenikus mRen2 patkany modellje

Egér Ren-29 renin transzgént hordozé (mRen2) him homozigdta patkanyokat (n = 6) a
,,Max Delbriick Centrum Fiir Molekulare Medizin” (MDC in the Helmholtz Association,
Berlin-Buch, Németorszag) intézett6l szereztilk be. Az mRen2, valamint az azonos nemdi,
korban illesztett kontroll SD patkanyok (n = 6, Wobe Kft., Budapest, Magyarorszag) 9 hetes
korukban érkeztek allathazunkba. Az allatokat standard laboratériumi diétdn (normal patkany
tap és csapviz ad libitum) mindenféle farmakologiai (pl. vérnyomascsokkentd) kezelés nélkiil
tartottuk. A kisérleti allatokat 15 hetes korukban ketamin (50 mg/kg) és xylazin (5 mg/kg)
anesztéziaban aldoztuk fel. A patkanyok szivét eltavolitottuk, a bal kamrat izolalé oldatban
azonnal levalasztottuk, folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk, majd késdbbi felhasznalas

céljabol —70 °C-on taroltuk.

Miokardialis ACE és ACE2 aktivitas

Koriilbeliil 0,1 g (nedves tomeg) mélyfagyasztott bal kamrai mintat (n = 4, SD és
mRen2 patkanyokbdl egyarant) tizszeres térfogati jéghideg Dulbecco’s foszfat-puffer
sooldatban (DPBS, Ca?*- és Mg?*-mentes, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) homogenizaltunk (Pro200 homogenizator, ProScientific, Oxford, CT, USA). A
fehérjekoncetraciot BCA reagenssel borji szérum albumin (BSA, mindketté Sigma-Aldrich)

standardhoz viszonyitva hataroztuk meg. A fehérjekoncentraciéo 20 mg/ml koriil volt. Az ACE

33



aktivitds meghatarozas reakcioelegye 6 ul szivhomogenizatumot tartalmazott pufferben
(100,0 mM Tris_HCI, 15,0 uM Abz-FRK(Dnp)P, 50,0 mM NaCl, 10,0 uM ZnClz; pH 7,0). A
45 perces reakcididé soran a fluoreszcens intenzitdsokat (excitacio: 320 nm; emisszio:
405 nm) 60 masodpercenként mértilk. A mért értékeket az id6 fliggvényében abrazoltuk és

linedris regresszioval illesztettiik. Az ACE aktivitast az alabbi képlet szerint kalkulaltuk:
ACE aktivitas = (S/k) * D/ P;

melyben S a fluoreszcens intenzitas emelkedésének sebessége (meredekség), k a fluoreszcens
intenzitas emelkedése 1 pmol szubsztrat hasitisa esetén, D a higitasi faktor (35 ezekben a
kisérletekben) és P a fehérjekoncentracio (mg/ml-ben). Egy Unit megfelel 1 umol szubsztrat
hasitasanak 1 perc alatt 1 mg fehérje altal.

Az ACE2 aktivitds meghatarozasat korabbi leirdshoz hasonloan végeztik [81]. Az
ACE?2 aktivitas meghatarozas reakcioelegyéhez 20 ul szévethomogenizatumot adtunk proteaz
inhibitorok jelenlétében: 10,0 uM Bestatin-hidroklorid; 10,0 uM Z-prolil-prolin (Enzo Life
Science, Exeter, UK); 5,0 uM Amastatin-hidroklorid; 10,0 uM Captopril és 5,0 mM NacCl;
100,0 uM ZnClz; 75,0 mM Tris_HCI; pH 6,5 (mind Sigma-Aldrich, ha nincs masként
megadva). A reakcio-homérséklet 37 °C volt. A 84 perces reakcididé soran a fluoreszcens
intenzitasokat (excitacid: 320 nm; emisszid: 405 nm) 6 percenként mértiik. A mért értékeket
az id6 fiiggvényében 4brazoltuk és linearis regresszioval illesztettiik. Az illesztést r? >0,8

esetén fogadtuk el. Az ACE2 aktivitast az alabbi képlet szerint kalkulaltuk:
ACE2 aktivitas = (S/ k) * D / P;

melyben S a fluoreszcens intenzitds emelkedésének sebessége (meredekség), k a fluoreszcens
intenzitds emelkedése 1 nmol szubsztrat hasitasa esetén, D a higitasi faktor (10 ezekben a
kisérletekben) és P a fehérjekoncentracio (mg/ml-ben). Egy Unit megfelel 1 nmol szubsztrat
hasitasanak 1 perc alatt 1 mg fehérje altal.
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Izolalt szivizomsejtek mechanikai teljesitménye
SD kontroll és mRen2 szivekbdl (n = 4/csoport) izolalt szivizomsejtek (n = 5-6/sziv)

mechanikai teljesitményét a Ca®* paradox protokollja szerint vizsgaltuk (lasd 4.1. fejezet).

Titin esszék

A titin izoforma Osszetétel €s foszforilacid vizsgalatat korabbi leirast modositva
szovetmintdkban (n = 4 duplikatumban/csoport) a Ca?* paradox protokolljanak megfeleléen
végeztiik el (lasd 4.1. fejezet). Az SD kontroll és mRen2 mintékat tartalmazé géleket Pro-Q
Diamond foszfoprotein festékkel (Invitrogen; Molecular Probes, Eugene, OR, USA) is
megfestettiik 90 percig a titin teljes foszforilacids allapotanak becslésére. Ezt kovetden a
géleket a gyartd utasitasai szerint mostuk és kezeltiik.

Ezen talmenden Western immunoblottal vizsgaltuk a titin PEVK domén (prolin,
glutamat, valin és lizin aminosavakban gazdag szakasz) egyes szerin oldallancainak
foszforilacidjat is [52]. Az altalunk hasznalt foszfo-specifikus antitesteket Granzier és
munkatarsai validaltak [40,42]. Ezek a foszfo-specifikus antitestek a teljes human titin
szekvencia alapjan a Ser-11878 (PS26, GL Biochem, Shanghai, Kina, higitas 1:1000) és a
Ser-12022 (PS170, Genscript, Piscataway, NJ, USA, higitas 1:1000) foszforilalt oldallancokat
ismerik fel. A human Ser-11878 és Ser-12022 foszforilacios helyek egyenként megfelelnek a
patkany szekvencia Ser-12742 és Ser-12884 oldallancainak [39] (10. abra). Végiil peroxidaz-
konjugalt masodlagos antitestet (anti-nytl-POD, Sigma-Aldrich) és ECL reakciot hasznaltunk
a detekciohoz.

A fehérje savokat MF-ChemiBIS 3.2 géldokumentacios rendszerrel (DNR Bio-
Imaging Systems) dokumentaltuk. A 2%-os géleken 3000-3300 kDa koriil kizarélag a titin
szignalintenzitasait azonositottuk, melyeket ImageJ 1.410 képelemzé programmal (National

Institutes of Health) értékeltiink. Az optikai denzitasokat gorbe alatti teriiletre konvertaltuk
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(MagicPlot szoftver, Magicplot Systems LLC, Szentpétervar, Oroszorszag). Ezek utan a total
titin foszforilaciot a Pro-Q Diamond altal kapott foszfo-protein jelintenzitas és a Coomassie
kékkel kapott teljes fehérjemennyiség szignal hanyadosaként fejeztiik ki. Hasonloképpen, a
titin PEVK domén oldallanc-specifikus ECL szignalokat a transzferalt protein mennyiségének
megfeleld Western blot festés jelintenzitdsara normalizaltuk. A titin foszforilacio mértékét az

SD ¢és mRen2 csoportokban egymashoz viszonyitott relativ egységekben fejeztiik ki.

Z-korong kotés ElasztikusI-csik titin rugo A-csiktitin  M-csik kotés

Human szekvencia: Ser-11878 Ser-12022
Patkany szekvencia: Ser-12742 Ser-12884

P (P
e g L0Vt i o it TR TY
Proximalis N2-Bus PEVK Disztalis
Ig domének Ig domének Titin N2B izoforma

Linke WA, Circ Res, 2014 alapjan

10. abra A titin PEVK régid ismert protein kindzok altal foszforilalt oldallancai [52].

A titin — patkanyokban predominans — N2B izoformajanak sematikus szerkezete. A PEVK
domén ismert foszorilacios helyei (P) a human és az identikus patkany szekvencia alapjan. 1g:
immunglobulin-szerti; N2-Bus: N2-B unique sequence (egyedi szekvencia) domén; PEVK:
prolin, glutamat, valin és lizin aminosavakban gazdag domén; Ser: szerin.

Protein kindz Ca (PKCa) és aktin kontroll Western immunoblot

Korilbelil 0,1 g (nedves tomeg) mélyfagyasztott SD és mRen2 bal kamrai
szivizomszdvetet (n = 4/csoport) tizszeres térfogatn jéghideg DPBS-ben (Ca?'- & Mg*-mentes,
Gibco, Thermo Fisher Scientific) homogenizaltunk (Pro200 homogenizator, ProScientific). A
homogenizatumokat azonos volumenii kétszeresen koncentralt SDS mintapufferrel (Sigma-
Aldrich) egészitettiik ki és 10 percig 100 °C-on inkubéltuk. Otven pg/sav fehérjét vittiink fel
10%-0s SDS-poliakrilamid gélekre. A membranokat 3% BSA (Sigma-Aldrich) Tris-pufferelt
sooldatban (TBS, Sigma-Aldrich) blokkoltuk. A PKCa expressziot és aktivitast anti-PKCa,

(Sigma-Aldrich, higitas 1:20000) [57] és anti-foszfo(Ser-657/Tyr-658)-PKCa (EMD
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Millipore, Temecula, CA, USA, higitas 1:500) antitestekkel teszteltiik, a fenti sorrendben. Az
aktin expressziot anti-aktin antitesttel (Sigma-Aldrich, higitas 1:3500) vizsgaltuk. A

szignalokat a titinhez hasonlé modon rogzitettiik és dolgoztuk fel.

Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + a kozépérték kozepes hibaja (SEM) formaban GraphPad Prism
5.02 szoftverrel (GraphPad Software) tiintettiik fel. Az SD ¢és mRen2 csoportok
Osszehasonlitasara nem-paraméteres Mann-Whitney tesztet hasznaltunk, ahol P<0,05 értéket

tekintettiink statisztikailag szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

5.1. Kontraktilis és miofibrillaris diszfunkcié Ca?* paradoxban

A Ca?* paradox drdmaian rontja a bal kamra funkciot
A kontroll bal kamra altal kifejtett nyomas (127,4 + 6,1 Hgmm) latvanyosan csokkent
Ca?* deplécio (9,8 + 1,3 Hgmm, P<0,001) és Ca®* paradox (12,9 + 1,3 Hgmm, P<0,001)

hatasara egyarant (11. abra A panel). A kontroll dP/dtmax és dP/dtmin (7073,8 + 351,0 és
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11. abra A bal kamrai kontraktilitas paraméterei kontroll perfiizié, Ca?* deplécio és Ca?*
paradox soran Langendorff szerint perfundalt patkany szivekben.

A) A bal kamra altal kifejtett nyomas (left ventricular developed pressure). B) Bal kamrai
végdiasztolés nyomas (left ventricular end-diastolic pressure). C) A bal kamraban kifejlodé
nyomas id6 szerinti elsé derivaltjanak maximuma (dP/dtmax). D) A bal kamraban kifejlodo
nyomas id6 szerinti elsé derivaltjanak minimuma (dP/dtmin) abszolut értékben. Az adatok
atlagérték + SEM formaban szerepelnek, n = 7-9/csoport. Statisztikai kiilonbséget akkor
tiintettiink fel, ha ANOVA szerint P<0,05.



4075,3 + 206,2 Hgmm/sec, a fenti sorrendben) ugyancsak jelentdsen zuhant Ca?* deplécid
(62,6 £ 6,9 és 87,9 + 12,6 Hgmm/sec, a fenti sorrendben, P<0,001) és Ca?" paradox
(93,9 £ 19,7 és 163,4 + 17,9 Hgmm/sec, a fenti sorrendben, P<0,001) soran (11. abra C és D
panel, a fenti sorrendben). Ugyanakkor, a kontroll bal kamrai végdiasztolés nyomas
(4,1 + 0,5 Hgmm) markansan emelkedett Ca?" deplécidban (32,2 + 3,3 Hgmm, P<0,001), és

még tovabb ndtt Ca?* paradoxban (72,4 + 5,0 Hgmm, P<0,001; 11. 4bra B panel).

A miofibrillaris Ca?*-stimuldlt ATPaz aktivitds csékken, mig a Mg®*-fiiggd ATPdz aktivitds né
Ca?* paradoxban

A kontroll bazalis Mg?*-fiiggé ATPaz aktivitas (3,20 + 0,25 pumol Pi/mg fehérje/h)
nem véltozott Ca?* deplécidban (3,27 + 0,10 umol Pi/mg fehérje/h), de nétt Ca?* paradox
soran (7,21 0,36 umol Pi/mg fehérje/h, P<0,001; 12. abra A panel). Ezzel szemben, a
kontroll Ca?*-stimulalt ATPaz aktivitas (12,08 + 0,57 umol Pi/mg fehérje/h) lecsokkent Ca?*
deplécioban (8,13 = 0,19 umol Pi/mg fehérje/h, P<0,001), és az is maradt Ca®* paradox soran

is (8,40 £ 0,22 umol Pi/mg fehérje/h, P<0,001; 12. abra B panel).
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12. abra Bal kamrai miofibrillaris ATPaz aktivitasok a kontroll, Ca®* deplécié és Ca?*
paradox csoportokban.

A) Bazalis Mg?*-fiiggé miofibrillaris ATPaz aktivitas. B) Ca?*-stimulalt miofibrillaris ATPaz
aktivitas. Az adatok atlagérték + SEM formaban szerepelnek, n = 7-9/csoport. Statisztikai
kiilonbséget akkor tiintettiink fel, ha ANOVA szerint P<0,05.



e rer

A Ca?* paradox lerontja a szivizomsejtek Ca®*-aktivdlt erégenerdciojat

Az éltalunk kivalasztott, izolalt és kifeszitett szivizomsejtek latszolag ép
harantcsikolattal (9. abra A panel) és mérhetd funkcioval (9. abra B panel) birtak a Ca®*
paradox mindharom vizsgalati csoportjaban. Mind az aktiv fesziilés (13. abra A panel), mind a
kir (14. abra A panel) vs. pCa Gsszefliggések nyilvanvald kiilonbségeket mutattak a kisérleti
abra B panel) Ca?" deplécioban (21,04 + 2,32 kN/m?) nem volt szignifikinsan kiilonbdz6 a
Kontroll értékektdl (25,07 + 3,51 kN/m?), de az jelentdsen csokkent a Ca?* paradoxnak Kitett
sejtekben (12,12 + 3,19 kN/m?, P<0,05). A kontroll szivizomsejtek maximalis ki értékétol
pCa 4,75 mellett (Kmax, 4,61 £ 0,22) a Ca?* deplécio (3,85 £ 0,21, P<0,05) és a Ca®" paradox
(3,21 + 0,23, P<0,001) csoportok sejtjei egyarant alacsonyabb értékeket produkaltak (14. abra
B panel).

A vizsgalt szivizomsejtek Ca?*-érzékenységére vonatkozoan (15. abra A panel) a pCaso

érték 5,99 + 0,02 volt a Ca?* deplécié csoportban, amely azonban szignifikdnsan nem
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13. 4bra Izolalt szivizomsejtek mechanikai teljesitménye a kontroll, Ca?* deplécié és Ca?*
paradox csoportokban.

A) A szivizomsejtek aktiv fesziilése 2,3 um szarkomerhosszon az alkalmazott pCa
fiiggvényében. B) A vizsgalt szivizomsejtek maximalis aktiv fesziilését pCa 4,75 mellett
oszlopdiagramon hasonlitottuk &ssze. Az adatok atlagérték = SEM formaban szerepelnek,
n = 12-13/csoport. Statisztikai kiilonbséget akkor tiintettiink fel, ha ANOVA szerint P<0,05.
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14. abra Az aktin-miozin ciklus sebessége a kontroll, Ca?* deplécio és Ca®" paradox
csoportokban.
A) Az erbregeneracio sebességi allanddja (kr) az alkalmazott pCa fiiggvényében. B) A

crcr

(kirmax) oszlopdiagramon hasonlitottuk Ossze. Az adatok atlagérték = SEM formaban
szerepelnek, n = 12-13/csoport. Statisztikai kiilonbséget akkor tiintettiink fel, ha ANOVA
szerint P<0,05.

kiilonbozott a kontroll csoport pCaso értékétdl (5,94 + 0,02; 15. abra B panel). Ugyanakkor, a
pCaso értéke 5,90 + 0,03 volt Ca?* repléciot kovetden, ami a Ca®* deplécio csoporthoz képest

alacsonyabb Ca?*-érzékenységre utal a Ca®" paradox csoportban (P<0,05; 15. abra B panel).
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15. abra Az erégeneracié Ca®'-érzékenysége kontroll, Ca®*-depletalt és Ca?" paradoxnak
kitett szivizomsejtekben.

A) A normalizalt aktiv eré6-pCa dsszefiiggések illesztésével a szivizomsejtek szigmoid Ca?*-
érzékenységi gorbéjét kapjuk meg. B) Az erdgeneracié Ca®'-érzékenységét a félmaximalis
kontrakciohoz sziikséges pCa szerint (pCaso) oszlopdiagramon hasonlitottuk 6ssze. Az adatok
atlagérték = SEM formaban szerepelnek, n = 12-13/csoport. Statisztikai kiilonbséget akkor
tiintettiink fel, ha ANOVA szerint P<0,05.
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A szivizomsejtek passziv fesziilésében (18. abra C panel) a kontrollhoz képest
(2,13 £ 0,29 KN/m?) nem talaltunk valtozast sem Ca?* deplécioban (2,11 + 0,54 kN/m?), sem

Ca?* paradoxban (2,25 £ 0,35 kN/m?).

5.2. 0-MHC és ¢TnT degradacié Ca?* paradoxban

A Ca?* paradox karositia a miofibrillumok integritdsat: célkeresztben az o-MHC és a cTnT

A miokardialis homogenizatumok reprezentativ fehérjedsszetétele (<200 kDa) eziisttel festett
gradiensgélen a 16. abra A panelen lathatdé. A potencialis fehérjedegradacié kimutatasara
célzott Western immunoblot modszerrel vizsgaltuk meg szamos miofilamentalis fehérje
integritasat (16. abra B panel). A kontroll csoporthoz képest a pan MHC Western immunoblot
szemmel lathatéan tobb fehérjesavot is azonositott a Ca®" deplécio és a Ca®* paradox
csoportokban, mely savok nagyobb mobilitassal jelentek meg, mint az MHC anyamolekula,
sajatossagokbol adodoan a B-MHC izoformat Western immunoblottal nem tudtuk kimutatni
az altalunk vizsgalt patkany szivekben (17. abra C panel). Ennek megfeleléen a 16. abra B
panelen lathaté MHC izoforma az o-MHC, mivel ez az egyetlen MHC izoforma, ami a
kovetd Coomassie festés szintén csak az a-MHC izoformat igazolta a kontroll csoportban (17.
abra A panel), mely izoforma azonban az anyamolekuldtél valamivel alacsonyabb
fehérjesavként jelent meg a Ca?* deplécié és a Ca?* paradox csoportokban, utalva ezzel az

MHC degradaciora ezekben a mintakban (17. abra B panel).
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16. abra Fehérje kompozicid és degradacid Langendorff-perfundalt patkany szivek kamrai
homogenizatumaiban.

A) Reprezentativ fehérje mintazat (<200 kDa) eziisttel festett 6-18% gradiens poliakrilamid
géleken. A kontroll, Ca?* depléci6 és Ca?* paradox mintak egyiitt futottak, de més sorrendben
(fekete keretben). St: molekulaméret standard. B) Reprezentativ vagatlan képek az egyes
miofilamentélis fehérjék azonositasarol és degradaciojuk vizsgalatarél Western immunoblot
(WB) szerint. A fehérje savok 200 kDa, 102 kDa, 54 kDa, 43 kDa, 38 kDa, 31 kDa, 23 kDa ¢és
19 kDa kortil egyiitt futottak a miozin nehéz lanccal (MHC), az a-aktininnel, a dezminnel, az
aktinnal, a kardialis troponin T-vel (¢TnT), a tropomiozinnal (Tm), a kardialis troponin |-vel
(cTnl), a miozin konnyt lanc 1-es (MLC-1) és 2-es tipussal (MLC-2), a fenti sorrendben. Dt:
degradacios termék.

Tovéabba, ahogy az a 16. abra B panelen lathat6, a cTnT is szemmel lathat6 progressziv
degradaciot mutatott Ca?* deplécid és Ca®* replécio hataséra.

Ezzel szemben, kisérleti csoportjaink kozott nem taldltunk valtozast a fehérjék
mennyiségében és integritisiban az a-aktinin, dezmin, aktin, Tm, cTnl, MLC-1 és MLC-2
esetében (16. abra B panel). Latszolag a titin sem mutatott degradaciot Ca* deplécio és Ca?*

paradox soran (18. abra A és B panel).
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17. abra MHC izoformék vizsgalata kamrai homogenizatumokban a kontroll, Ca** deplécio
és Ca?" paradox csoportokban.

A) Az MHC izoformakat poliakrilamid géleken szeparaltuk, majd Coomassie kékkel
festettiik. A vagatlan reprezentativ kisérletben a mintak egyiitt futottak. Human szivelégtelen
kamrai minta a-MHC és B-MHC izoforma kontrollként szolgalt. B) A megfelelé optikai
denzitasok — tetszéleges egységben (arbitrary unit, AU) — az MHC anyamolekula (o
izoforma) nagyobb migracidos mobilitdsat, valamint egy degradacidos termék (Dt) ezzel
parhuzamos megjelenését igazoltak a Ca?* deplécié és a Ca?* paradox csoportokban. Ot
fiiggetlen MHC szeparaciot végeztiink hasonld eredménnyel. C) A 200 kDa koriil megjelend
B-MHC fehérje sav szemmel lathaté hianya a kontroll, Ca?* deplécio és Ca®" paradox
csoportokban Western immunoblot (WB) szerint. Patkany musculus (m.) soleus vazizom
antitest kontrollként szolgalt.
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18. abra A kardialis titin vizsgalata a kontroll, Ca?* deplécié és Ca?* paradox csoportokban.
A) Reprezentativ Coomassie kékkel festett képek az agardzzal erdsitett poliakrilamid géleken
végzett titin szeparacio eredményét mutatjak human szivelégtelenségben, valamint a kontroll,
Ca?" deplécio és Ca?" paradox csoportokban. A kontroll, Ca?* deplécio és Ca?* paradox
mintdk egymaés mellett futottak. Humén szivelégtelen kamrai minta N2BA ¢és N2B titin
izoforma kontrollként szolgalt (fliggetlen kisérlet, fekete keretben). T2: sziikségszerli titin
degradacios termék. B) A megfeleld optikai denzitasok — tetszéleges egységben (arbitrary
unit, AU) — csak az N2B titin izoforma jelenlétét, valamint hasonlé mobilitasat igazoltak a
Ca?* deplécio és a Ca?* paradox csoportokban. Harom fiiggetlen titin szeparaciot végeztiink
duplikatumban hasonlé eredménnyel. C) A szivizomsejtek titin altal meghatarozott Ca?*-
fliggetlen passziv fesziilése 2,3 pum szarkomerhosszon pCa 9,0 mellett. Az adatok
atlagérték £+ SEM formaban szerepelnek, n = 12-13/csoport. Statisztikai kiilonbséget akkor
tintettiink fel, ha ANOVA szerint P<0,05.
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5.3. Megnovekedett szivizomsejt Ca®*-fiiggetlen passziv fesziilés az mRen2

patkanyokban

A Ca?*-aktivalt erégenerdcié nem vdltozik az mRen?2 szivizomsejtekben

A Ca’*-aktivalt erégeneraciot az SD és mRen2 allatokbol izolalt bal kamrai
szivizomsejteken tanulmanyoztuk (19-20. 4bra). A kardiomiocitak Ca?*-aktivalt maximalis
fesziilése szignifikdnsan nem kiilonbozott az SD (29,05 = 2,80 kN/m?) és mRen2
(25,89 + 0,99 kN/m?) patkanyokban (19. dbra A és B panel). Hasonloképpen, az erégeneracio
Ca?*-érzékenységében sem talaltunk szignifikans kiilonbséget az SD (5,87 + 0,05) és mRen2

(5,83 = 0,01) csoportok kozott (20. abra A és B panel).
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19. abra Izolalt bal kamrai szivizomsejtek mechanikai teljesitménye Sprague-Dawley (SD)
kontroll €s renin transzgenikus (mRen2) patkanyokban.

A) A szivizomsejtek aktiv fesziilése 2,3 um szarkomerhosszon az alkalmazott pCa
fiiggvényében. B) A vizsgalt szivizomsejtek maximalis aktiv fesziilését pCa 4,75 mellett
oszlopdiagramon hasonlitottuk 6ssze. Az adatok atlagérték = SEM formaban szerepelnek,
n=5-6 szivizomsejt atlaga/4 sziv/csoport. A csoportok kozott statisztikai kiilonbséget
(P<0,05) nem-paraméteres Mann-Whitney probaval nem talaltunk.
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20. abra Az erdgeneracio Ca?*-érzékenysége SD és mRen2 szivizomsejtekben.

A) A normalizalt aktiv eré-pCa dsszefiiggések illesztésével a szivizomsejtek szigmoid Ca?*-
érzékenységi gorbéjét kapjuk meg. B) Az erdgeneracié Ca®'-érzékenységét a félmaximalis
kontrakciohoz sziikséges pCa szerint (pCaso) oszlopdiagramon hasonlitottuk 0ssze. Az adatok
atlagérték £ SEM formaban szerepelnek, n = 5-6 szivizomsejt atlaga/4 sziv/csoport. A
csoportok kozott statisztikai kiilonbséget (P<0,05) nem-paraméteres Mann-Whitney probaval
nem talaltunk.

A passziv fesziilés no az mRen?2 szivekben
A valtozatlan aktiv kontraktilis paraméterekkel szemben, a szivizomsejtek Ca?'-
fliggetlen passziv fesziilése (21. abra) magasabb volt az mRen2 patkanyok bal kamrajaban

(1,74 £ 0,06 kN/m?, P<0,05), mint az SD kontroll bal kamraban (1,28 + 0,18 kN/m?).

_ 2,0= P<0,05
E
2
= 1,5+
@ T
2
5 1,04
[
2
=
N 0,5+
2]
(]
(1]
m n
sSD mRen2

21. abra A titin altal meghatarozott szivizomsejt passziv fesziilés.

A szivizomsejt-méretli preparatumok (n = 5-6 szivizomsejt atlaga/sziv) titin daltal
meghatarozott Ca?*-fiiggetlen passziv fesziilése 2,3 um szarkomerhosszon pCa 9,0 mellett. Az
adatok atlagérték + SEM formaban szerepelnek, n = 4 sziv/csoport. Statisztikai kiilonbséget
akkor tiintettiink fel, ha nem-paraméteres Mann-Whitney prébaval P<0,05.
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5.4. A szoveti RAS intracellularis diszregulacioja és a kardialis titin megvaltozott

foszforilacios mintazatanak kapcsolata az mRen2 modellben

A szoveti RAS jotékony utvonalanak hatdsfoka romlik az mRen2 bal kamraban

A kardialis angiotenzin konverzidért felelds ACE aktivitds hasonld volt az SD
(0,22 £ 0,02 U/mg) és mRen2 (0,26 + 0,02 U/mg) bal kamraban (22. dbra A panel). Ezzel
szemben, a bal kamrai angiotenzin II eliminalasaért felelds ACE2 aktivitas (22. abra B panel)
az SD kontrollhoz képest (3,82 + 0,31 U/mg) alacsonyabb volt az mRen2 csoportban

(2,49 + 0,40 U/mg, P<0,05).
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22. abra A renin-angiotenzin rendszer (RAS) enzimek aktivitasa SD és mRen2 bal kamraban.
A) Miokardialis angiotenzin konvertald enzim (ACE) aktivitds. B) Miokardialis ACE2
aktivitas. Az adatok atlagérték £ SEM forméban szerepelnek, n = 4 sziv/csoport. Statisztikai
kiilonbséget akkor tiintettiink fel, ha nem-paraméteres Mann-Whitney probaval P<0,05.

A kardialis PKCo. expresszio né az mRen2 modellben

A kovetkezd 1épésben a szoveti RAS szignalizacids utvonalban effektor PKCa
expresszidjat és foszforilaciojat vizsgaltuk meg. A bal kamrai PKCa expresszio (23. abra A
panel) az SD kontrollhoz képest (1,00 = 0,12) 1,78 + 0,14-szeres emelkedést mutatott az
mRen2 éllatokban (P<0,01). Ezzel parhuzamosan az mRen2 szivekben nem volt kiilonbség a
foszforilalt (Ser-657/Tyr-658) PKCa relativ mennyiségében, sem az aktin (1,25 + 0,17
mRen2-ben vs. 1,00 £+ 0,06 SD-ben; 23. abra B panel), sem a PKCa expressziora normalizalva

(0,79 £ 0,13 mRen2-ben vs. 1,00 + 0,10 SD-ben; 23. abra C panel).
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23. abra Protein kinaz Ca (PKCa) expresszio és foszforilacio vizsgalata SD és mRen2 bal
kamraban Western immunoblot (WB) szerint.

A) PKCa expresszi6 a PKCo ¢és aktin WB jelintenzitasok aranyaban ugyanazon a
membranon, négy mintan duplikatumban. B) PKCa foszforilacio (P) a P(Ser-657/Tyr-658)-
PKCa ¢és aktin WB jelintenzitdsok ardnydban ugyanazon a membranon, négy mintan
triplikatumban. C) PKCa foszforilacio (P) a P(Ser-657/Tyr-658)-PKCa és PKCo WB
szignalok aranyaban kiilonb6z6 membranokon, négy mintan triplikdtumban. A kisérletekben
az SD ¢és mRen2 mintdk egyiitt futottak, de esetenként mas sorrendben (reprezentativ képeken
fehér vonal a fekete keretben). Az adatok atlagérték =+ SEM formaban szerepelnek, relativ
skalan (rel.) az SD csoportra normalizalva, n = 4 sziv/csoport. Statisztikai kiilonbséget akkor
tiintettiink fel, ha nem-paraméteres Mann-Whitney probaval P<0,05. Ser: szerin; Tyr: tirozin.

A titin PEVK domén foszforildacioja no az mRen?2 szivizomzatban

Gél- ¢és blotfestés hasonld titin expresszidos mintazatot mutatott az mRen2 és SD
szivekben (24. abra). A dominans fehérjesav 3000 kDa koriil az N2B titin izoformanak felel
meg, melyet esetenként egy halvanyabb sav kovet (T2 titin). Pro-Q Diamond foszfoprotein
specifikus festékkel a titin hasonlo foszforilacios szintjét talaltuk az mRen2 (0,92 + 0,04) és
SD (1,00 £ 0,04) szivekben (24. abra A panel). Hasonloan, nem lattunk kiilonbséget a titin
PKCa-specifikus Ser-12884 (PEVK domén) foszforilacidjaban sem (0,92 + 0,14 mRen2-ben
vs. 1,00 = 0,08 SD-ben; 24. abra C panel). Az mRen2 miokardium (1,33 + 0,12, P<0,05)
azonban a kontrolltol nagyobb PKCa-specifikus Ser-12742 foszforilaciot mutatott

(1,00 = 0,06) ugyanabban a titin (PEVK) régioban (24. abra B panel).
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24. abra Titin izoforma expresszio és foszforilacio vizsgalata SD és mRen2 bal kamraban.

A) A patkany N2B titin izoformat agardzzal erdsitett poliakrilamid géleken szeparaltuk, és
Coomassie kékkel festettik. Az N2B titin foszforilaciot (P) Pro-Q Diamond foszfo-protein
specifikus gélfestéssel vizsgaltuk, melynek jelintenzitdsat ugyanannak a fehérje savnak (N2B
titin) a Coomassie jelintenzitasahoz viszonyitottuk. B) Titin oldallanc-specifikus Ser-12742
foszforilacié (P) Western immunoblot (WB) szerint. C) Titin oldallanc-specifikus Ser-12884
foszforilacié (P) WB szerint. A foszfo-WB szignalt minden esetben a megfeleld transzferalt
N2B titin jelintenzitdshoz (blot festék) viszonyitottuk. A kisérletekben az SD és mRen2
mintak egy gélen futottak, de esetenként mas sorrendben (reprezentativ képeken fehér vonal a
fekete keretben). A mintdkat duplikatumban futtattuk, legalabb haromszor ismételve. Az
adatok atlagérték + SEM forméaban szerepelnek, relativ skdlan (rel.) az SD csoportra
normalizalva, n = 4 sziv/csoport. Statisztikai kiilonbséget akkor tiintettiink fel, ha nem-
paraméteres Mann-Whitney probaval P<0,05. Ser: szerin.
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6. MEGBESZELES

6.1. A kontraktilis fehérjék degradacidja az aktomiozin mechanoenzim diszfunkciojahoz
vezet kisérletes Ca®* paradoxban

Tanulményunkban elsd alkalommal jellemeztiik a miofibrillumok szintjén a Ca?*
paradox kardialis funkciora kifejtett hatdsat. Megfigyeléseink alapjan Ca?" deplécio, majd
replécid hatdsdra az izolalt szivek globalis funkci6zavarahoz megvaltozott miofibrillaris
ATPaz aktivitas és csdkkent szivizomsejt Ca?*-fiiggd erégeneracio tarsul. Tovabba, a Ca®*
paradoxot elszenvedd szivekben a kontraktilis fehérjék (a-MHC és ¢TnT) degradacidja
kovetkezik be. Eredményeink arral utalnak, hogy az aktin-miozin interakcio elégtelensége
feltehetdleg a miofibrillumok karosod4sa altal jarul hozza a Ca®* taltdltdttségben kialakuld
kontraktilis diszfunkcidhoz.

Kisérleteinkben Ca®* megvonasban és Ca®" paradoxban egyarant a bal kamra altal
kifejtett nyomas €s dP/dtmax dramai csokkenését figyeltiik meg (11. abra A és C panel, a fenti
sorrendben), ami korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban [89,94] a pumpafunkcio nagymértékii
hanyatldsanak a jele. Mindemellett, Ca?* paradoxban a bal kamra jelentés végdiasztolés
nyomasemelkedése és a csokkent dP/dtmin a diasztolés tel6dés zavarara utal (11. dbra B és D
panel, a fenti sorrendben), ami pedig parhuzamba allithato a miokardium nagyobb nyugalmi
fesziilésével [1]. A Ca®' paradox szivek hiperkontraktiraja [62] ezért funkcionalisan a
kontrakcio és relaxacié parhuzamos elégtelenségeként foghato fel.

A megemelkedett diasztolés fesziilés és nyomas felveti a relaxacidhoz sziikséges ATP
hianyanak lehetdségét. A citoszolikus ATP tartalom azonban nemcsak hogy megdrzott a
hiperkontraktrat kivalto intracellularis Ca?* taltdltddés soran, hanem éppen eldfeltétele a
Ca?* paradox kialakuldsdnak [69]. Mindazonaltal, izolalt és nytizott patkdny szivizomsejteken

végzett kisérletek felvetették az ATP kompartmentalizacid lehetdségét az iszkémids
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kontraktiira sordn [85]. Bizonyos patologids koriilmények kozott ezért a [Mg?*-ATP] eltérd
lehet a miofibrillumokban és a citoszolban. Ezek alapjan tehat elméletileg lehetséges, hogy
Ca?* paradox szivekben a miofilamentéalis kompartment ATP elvonasa kéros relaxaciohoz
[86], ezaltal hiperkontraktirahoz vezet, mig a citoszolikus ATP tartalom megdrzott lehet.
Ugyanakkor, mar leirtdk, hogy a kontraktira kialakuldsat az intracellularis [Ca?*] emelkedése
ATPazok aktivalasa révén mozditja eldre, kovetkezésképpen a belsé Ca?* tltdltddés eldsegiti
kisérleteinkben a Ca?* paradoxot elszenvedett izolalt szivek miofibrillumaiban a Mg?*-
dependens ATPaz aktivitas ndtt (12. abra A panel), de a Ca?*-stimulalt ATP4z aktivitas
csokkent (12. dbra B panel). Ez a megfigyelésiink arra utal, hogy Ca?* paradoxban a miozin
fejek nagyobb mértékli bazalis ATP hidrolizisét az ATP metabolitok kisebb mértéki
disszociacidja koveti, hozzajarulva ezzel relaxacio soran a merevebb aktin-miozin
interakciokhoz és/vagy a helyi ATP elhasznalasahoz. A szivizom kontrakciojanak
szabalyozasaban altalanos jelenség, hogy a Mg?*-ADP szorosan kétddve a miozinhoz
elosegiti az izometrias fesziilés kialakulasat és redukalja a fesziilés kinetikajat [59]. Nyuzott
patkany rostokon végzett kisérletek bemutattak, hogy a Mg®*-ADP direkt médon hat a rigor
kialakuldsara és a miozin ATPéaz aktivitdsara, sugallva ezzel az Osszefliggést a merev
kereszthidak kialakuldsa és a miozin ATPaz aktivitds novekedése kozott [86]. Valdban,
patkany permeabilizalt szivizomsejtekben a rigor fokozott miozin ATP4z aktivitassal tarsult,
tovabba, a Mg?*-ADP stimulalta a miozin ATPazt [72]. Ezek az eredmények felvetik a Mg?*-
ADP disszocidcios 1épésekre és/vagy a tovabbi Mg*-ATP kotésre és a kereszthidak
szétvalasara kifejtett gatlo hatasat [86]. Mivel a kontrakcié maximalis sebességét elsdsorban a
kereszthidak szétvalasanak mértéke iranyitja [14], igy a Mg?*-ADP felszabadulas vélik a f&
sebesség-meghatarozo 1épéssé a kereszthid-ciklusban, ezaltal a kontraktira kialakulasaban

[72,86]. Eszerint tigy tiinik, hogy Ca®" paradoxban a stimuldlt ATP4az a Mg?*-fiiggd forma,
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ami fokozott ATP hidrolizist és mérsékelt Pi és ADP felszabadulast eredményez. Ez a
latszolagos ellentmondas aranyaiban egyre tobb aktinhoz kotott miozin fejhez vezethet
minden egyes kereszthid-ciklusban. A merev aktin-miozin kapcsolat és/vagy a magasabb
bazalis ATP fogyasztas pedig nagyobb nyugalmi fesziiléshez vezethet. Ez az elképzelés
magyarazhatja a bal kamra magasabb végdiasztolés nyomésat Ca?* paradoxban, annak
ellenére, hogy Ca®" paradox soran a diasztolés intracellularis [Ca?*] relative alacsony [43].
Masfeldl viszont azt talaltuk, hogy a Ca?" depletalt és Ca®" paradox szivekben a globalis
szisztolés funkcioromlas csokkent miofibrillaris Ca?*-stimulalt ATP4z aktivitdssal tarsult.
Régota ismert, hogy a miozin ATPaz hatarozza meg az izomdsszehuzodas sebességét [4],
ezért a Ca*-aktivalt kontrakcié sebességének paraméterei (pl. dP/dt) szorosan korrelalnak a
power stroke beinditasdhoz sziikséges miofibrillaris Ca?*-stimulalt ATPaz aktivitassal [14].
Kovetkezésképpen, az alacsony Ca?*-stimulalt ATPaz aktivitis csokkent Ca®*-fiiggd
kontrakcioval tarsul, ami viszont szisztolés diszfunkciét eredményez, csakugy, mint a Ca®*
paradox szivben.

Ezen tGlmenden, elsé alkalommal kiséreltilk meg vizsgalni a cellularis mechanikai
funkciot Ca?* paradoxban, és irtuk le a maximalis aktiv fesziilés (13. abra B panel) és a Kir,max
(14. abra B panel) jelentds csokkenését a Langendorff-perfuziot tulélé szivizomsejtekben.
Ezek az izolalt preparditum eredmények oOsszhangban allnak a bal kamrai kontraktilitas
leleteivel, ugyanis az aktiv fesziilés csokkenését a bal kamraban kifejlddé nyomascsokkenés
cellularis alapjanak gondoljuk. Megitélésiink szerint a dP/dtmax esése a csokkent Kirmax
globalis visszatiikrozédése a redukalt Ca?*-stimulalt ATP4z aktivitds miatt. A Ca?*-fiiggd
paraméterekkel szemben, az izoldlt szivizomsejtek passziv fesziilését a Ca®* deplécio és Ca®*
replécié egyaltalan nem érintette (18. abra C panel). Ca?" paradoxban ezért nem valdszini,

hogy a szarkomer passziv elemei elsddlegesen felelnének a miokardium merevségéért.
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Biokémiai kisérleteinkben esszencidlis kontraktilis fehérjék, név szerint az a-MHC
(17. abra A és B panel) és a ¢TnT (16. abra B panel), gradualis karosodasat figyeltik meg a
Ca?* paradox felé vezeté uton. Korabbi tanulméanyok alapjan a miofibrillumok bizonyos
degradacioja el6fordulhat paradox utan, amely felveti a ¢cTnT kiszabadulasanak lehetdségét a
szétesett membranon keresztiil [67]. Hasonloképpen, Ca?" taltoltédésnek kitett tengerimalac
fragmentumaik és mas szivizom fehérjék kozotti lehetséges keresztkotések szerepét ezért mar
felvetették a Ca?* paradoxot kovetd sejthalalban [33]. Ezek a megfigyelések teljes
Osszhangban allnak az altalunk végzett Western blot esszék eredményével, ami progressziv
cTnT degradiciora utal Ca®* megvonas és Ca®* paradox soran, habar mi nem figyeltiink meg

keresztkotott cTnT formakat.

6.2. A lokalis RAS alternativ iitvonalianak gyengiilése egyiitt jar a kardialis titin-medialt
passziv fesziilés novekedésével mRen2 patkanyokban

Munkank soran a hipertonia mRen2 modelljében a kardiélis angiotenzin II képzddésért
felelds ACE valtozatlan aktivitasa mellett (22. abra A panel) leirtuk a kardialis angiotenzin |1
lebontasért felelés szoveti ACE2 aktivitds csokkenését (22. abra B panel), ami korabbi
eredményekkel Osszhangban [100] a miokardialis angiotenzin II csdkkent eliminacidjara,
ezaltal a helyi RAS patologias aktivitasara utal. Tovabba, a szoveti angiotenzin Il
szignalizacios utvonalon megfigyeltiik a PKCa fokozott expressziojat az mRen2 allatok bal
kamrajaban. Végiil, kimutattuk a szarkomer passziv fesziilését meghatdroz6 titin PEVK
doménjének emelkedett foszforilacidos szintjét, ami hozzajarulhat a szivizomsejtek
megnovekedett nyugalmi fesziiléséhez, ezaltal a globalis diasztolés diszfunkcidhoz az mRen2

patkanyokban.

54



A renin tulzott expresszidjanak hatasara sulyos hipertonia alakul ki az mRen2
patkanyokban [58]. Az mRen2 allatok nagyfoku nyomasterhelése kézzelfoghatd zavarokat
okoz a szivben. Masok eredményeivel Osszhangban sajat vizsgalataink alapjan az mRen2
kardialis fenotipus f6 jellemz6i a bal kamrai hipertrofia, fibrozis, normal EF és diasztolés
diszfunkcio. Mindezen morfologiai és funkcionalis jegyek karakterisztikusak a human
HFpEF-re is [95].

Tanulmanyunkban ezért vizsgaltuk a diasztolés diszfunkcidhoz vezeté molekularis
mechanizmusokat az mRen2 allatmodellben. Az mRen2 patkanyok in vivo kéros bal kamrai
(passziv) fesziilését taldltuk (21. 4abra), mig a Ca?'-aktivalt (aktiv) erdgenerdcioban
szignifikans valtozast nem lattunk (19. és 20. abra). Az mRen2 szivekbdl nytzott bal kamrai
rostok fokozott diasztolés fesziilését korabban mar leirtak [99]. Fontos azonban megjegyezni,
hogy olyan multicellularis preparatumokban, mint a nyuzott papillaris izom, a szivizomzat
fesziilését intra- és extracellularis tényezok alakitjak ki. Ugyanakkor, a disszertacioban
bemutatott mechanikai kisérleteinkben az intracelluldris tényezék oOnalld szerepét elsd
alkalommal vizsgéaltuk — az extracellularis matrixtol fliggetleniil — mRen2 allatokbol izolalt
membranfosztott szivizomsejteken. Valoban, szivelégtelen betegek szivizom biopszidin
végzett kisérletek bemutattdk egyrészt, hogy a szivizomsejtek passziv fesziilése megnd
HFpEF-ben [8], masrészt, hogy ez a passziv fesziilés HFpEF-ben nagyobb, mint HFrEF-ben
[82]. Ezek alapjan a szivizomsejtek magas nyugalmi fesziilését a HFpEF-ben lathato
diasztolés diszfunkcio cellularis jellegzetességének tartjak [10-11].

Intracellularisan a kontraktilis apparatus passziv fesziilésének f6 meghatarozodja a fél
szarkomeren athidalo titin molekula [52]. A titint els6ként vizsgaltuk az mRen2
patkanyokban. A fehérjedegradacio kiilondsebb jelei nélkiil az mRen2 szivekben csak az N2B

titin izoforma expresszidjat figyeltik meg (24. abra A panel), ezért a titin expresszios vagy
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proteolitikus valtozasait valdsziniitlennek tartjuk a szivizomsejtek magasabb passziv
fesziilésének kialakitasaban.

Az angiotenzin Il intracellularisan aktivalja a PKCa- és a CaMKII3-medialt fehérje
foszforilaciot, tobb miofibrillaris fehérje mellett a titinen is hatva [52]. Ennek megfeleléen a
PKCa expresszios szintje 1,8-szeres emelkedést mutatott (23. abra A panel), mig a foszforilalt
(Ser-657/Tyr-658) és a total PKCa aranya nem valtozott az mRen2 allatok bal kamrajaban
(23. abra B és C panel, a fenti sorrendben), ami az aktivalt (foszforilalt) PKCa magasabb
szintjére utal az mRen2 patkédnyokban.

A titin N2-Bus (egyedi rugalmas szekvencia) doménben szamos PKA, PKG, ERK2 és
CaMKIlo altal foszforilalhatdo oldallanc talalhaté [52]. Ennek a titin régionak az
alulfoszforilaltsaga experimentalis és human HFpEF-ben noveli a titin-dependens passziv
fesziilést [9,38-39,96]. Ugyanakkor, Pro-Q Diamond foszfo-specifikus gélfestésen alapuld
kisérleteinkben az mRen2 patkanyokban mi nem talaltunk valtozast ebben a régioban (24.
abra A panel).

Korabbi kisérletek azonban arrdl arulkodtak, hogy a titin PEVK domént a Pro-Q
Diamond festék nem ismeri fel [42]. A PKCa viszont a titint a PEVK rugalmas elem Ser-
12742 és Ser-12884 oldallancain foszforildlja, ami pedig noveli a szivizomsejtek passziv
fesziilését [40]. Habar mindkét emlitett aminosav fontos a strukturalis integritas
fenntartasaban, ugy tlinik, hogy a PKCa-medialt PEVK foszforilacio a Ser-12742 oldallancot
preferélja [2]. Erdekes médon, a PEVK régiét a CaMKIIS is foszforilalja [41], hozzajarulva
ezzel a beteg miokardium diasztolés fesziilésének kialakitasaoz [37]. Mindezeket figyelembe
véve, a titin PEVK foszforilaciot Ser-12742 és Ser-12884 elleni foszfo-specifikus
antitestekkel vizsgaltuk. Az mRen2 bal kamraban a Ser-12742 megnovekedett és Ser-12884
valtozatlan foszforilacios szintjét talaltuk (24. abra B és C panel, a fenti sorrendben). A PEVK

Ser-12742 hiperfoszforilacigjat korabban leirtak aorta lekdtésen atesett egerekben [42], a
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hipertonia idés kutya modelljében [38], csakligy, mint human szivelégtelenségben [37,47].
Ezen feliil, egy friss transzlacids kozlemény is bemutatta ugyanennek az oldallancnak (Ser-
12742) a hiperfoszforilaciojat human magas vérnyomashoz tarsul6 HFpEF-ben [96]. Eszerint
a kollagén- és titin-dependens fesziilés szignifikans novekedése egyiitt jar a titin foszforilacios
szintjének egyértelmi valtozasaival, igymint hipofoszforilacié a PKA/PKG helyeken az N2-
Bus elemben, ¢és PKCoa-fiiggé hiperfoszforilaci6 a Ser-11878 (Ser-12742 patkanyban)

oldallancon a PEVK elemben.

6.3. A doktori értekezésben megfogalmazott uj tézisek

A doktori értekezés eredményei alapjdn az alabbi j megallapitdsokat fogalmazzuk
meg:

- Ca®* paradoxot elszenvedett szivben az o-MHC és a ¢cTnT degradicidja egyiitt jar a
miofibrillumok megvaltozott ATP4z aktivitisaval és az izolalt szivizomsejtek csokkent Ca?*-
zavarahoz.

- A hiperténia mRen2 transzgenikus patkany modelljében a miokardidlis ACE2
aktivitdas  csokkenése egyiitt jar a titin PKCo-medidlt PEVK  (Ser-12742)
hiperfoszforilaciojaval, ami hozzéajarulhat az izolalt szivizomsejtek megndvekedett passziv

fesziiléséhez.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Ca?* paradoxot elszenvedd izolalt szivek globalis és cellularis funkciézavarahoz

csokkent Ca?*-stimulalt ATP4z aktivitas tarsul, ami potencidlisan a miofilamentélis fehérjék

crer

crer

ciklus elégtelenségének tudhatd be a koros miofibrillaris ATPaz aktivitas miatt, és latszolag
nincs kozvetlen Osszefliggésben a titinnel. Masfeldl viszont elképzelhetd, hogy Ca®*
paradoxban a szisztolés funkcid dramai csokkenésének egyik molekuléris alapja az a-MHC és
¢TnT hasitasa, ami a Ca?*-aktivalt erdgeneracio kdlcsondsen egymastol fiiggd paramétereinek
redukciojat okozza ezzel a szivizomsejtek, a miofibrillumok és az izolalt sziv szintjén.

A RAS jelatvitelének genetikai stimulacidja altal kivaltott hipertoniaban a bal
kamréaban kifejlddd diasztolés diszfunkcio cellularis és molekularis alapja korreldl a human
HFpEF-ben is lathatd mechanisztikus valtozasokkal. Eredményeink felvetik a miokardialis
RAS tengelyek egyenstlyanak felborulasdt mint patofizioldgiai tényez6t a diasztolés
diszfunkcio kialakuldsaban. A disszertacid eredményei arra utalnak, hogy a Ser-12742
hiperfoszforilacié a titin PEVK elemében ¢és a megnovekedett passziv fesziilés a
szivizomsejtekben kozos jellegzetességel a RAS-medialt kisérletes hipertoniaban lathato

diasztolés diszfunkcionak és a Klinikai HFpEF-nek.
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7. SUMMARY

Isolated rat hearts suffered Ca?* paradox demonstrate impaired global and cellular
contractility that is accompanied by decreased Ca?*-stimulated ATPase activity potentially as
a result of myofilament protein degradation. According to data provided in this study, we
conclude that significant deterioration in cardiac relaxation seen in Ca?* paradoxical hearts is
probably due to a failure in cross-bridge cycling because of an altered myofibrillar ATPase
activity, and is apparently not related directly to titin. On the other hand, it is likely that one of
the molecular bases of dramatic decrease in systolic function in Ca®* paradox may be a-MHC
and cTnT cleavage, resulting in a collective reduction of interdependent parameters of Ca?*-
activated force generation at the level of cardiomyocytes, myofibrils and isolated heart.

In hypertension due to the genetic stimulation of RAS signaling cellular and molecular
basis of the left ventricular diastolic dysfunction correlates with the mechanistic changes seen
in human HFpEF. Our results implicate the pathophysiological role of the imbalance of
myocardial RAS pathways in the development of diastolic dysfunction. Data provided here
suggest that hyperphosphorylation at Ser-12742 in the PEVK element of titin and increased
cardiomyocyte passive tension are common features of diastolic dysfunction in RAS-

mediated experimental hypertension and clinical HFpEF.
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TARGYSZAVAK

Ca?* paradox

izolalt szivizomsejtek
miofibrillaris ATPaz aktivitas
miofilamentalis fehérje degradacid
renin-angiotenzin rendszer
szarkomer diszfunkcio

titin foszforilacid
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