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1. Bevezetés

1.1. A szivizom kontrakci6janak mechanizmusa

A kontrakcié kapcsdn a miofibrilldris torténéseket egy dinamikus és
ciklikus folyamatként lehet értelmezni. Ennek egyik megkozelitése az un.
harom-szinti modell (dbra). 1) Nyugalmi dallapotban (alacsony Ca**
koncentraci6 mellett) a tropomiozin bokkolja az aktin felszinén a
keresztkotésekhez sziikséges ,,aktiv”’ feliiletet (blokkolt 4llapot). 2) A
depolarizdciét kovetéen emelkedik a szabad citoplazmatikus Ca** koncentréci6
és Ca’™ kotédik a troponin C-hez. 3) A Ca™ kotddése konformaci6valtozast
indukdl a troponin C harmadlagos szerkezetében, ami miatt egyrészt csokken a
troponin I, aktinra gyakorolt gédtléhatdsa (aktinhoz valé kotédése), mdsrészt a
tropomiozin fonal kissé elmozdul az aktin kornyezetében (az aktinarok felé
hizédik) és részben szabadda valik az aktin felszinén a miozinnal vald
keresztkotésekhez sziikséges ,aktiv’ feliilet (zart éllapot). 4) Az un. zart
allapotban méar gyenge keresztkotések alakulnak ki a miozin fej és az aktin
szabaddd valo ,aktiv’ felszine kozott, amely folyamat gyenge erddtaddst
(erOgenerdlast) is eredményez. A feltételezések szerint a nyugalmi rosthosszusag
novekedésével kozelebb keriilnek a vékony és vastag filamentumok (csokken a
keresztmetszet - ,lattice spacing”), ami kedvez a zart dllapot és a gyenge
keresztkotések kialakuldsanak. 5) Ca* jelenlétében (magas koopericidval)
kialakul az dn. nyitott dllapot, amikor a tropomiozin fondl tovédbb csuszik az
aktindrok irdnydba, és teljesen szabaddd vélik az aktin ,aktiv” felszine.
Mindezek a folyamatok kedveznek az erds keresztkotések kialakuldsanak és az
erdgenerdldsnak (dbra). 6) A relaxdcié kapcsan forditott folyamatok zajlanak:
disszocidl a Ca®* a troponin C-r6] (mivel a Ca®* nagy sebességgel a
szarkoplazmatikus retikulum raktdrakba pumpdlddik), visszadll a troponin C

eredeti konformacigja €s ismét blokkolddik az aktin felszinén az ,,aktiv” feliilet



(visszacsuszik a tropomiozin szdl az eredeti, nyugalmi pozicigjdba), ami a
keresztkotésekhez sziikséges.

A B-adrenerg stimuldlds hatdsdra egy fehérje foszforilacids kaszkad zajlik
le a szivizomban. A miofibrillaris fehérjék koziil a troponin I és a C protein
foszforildlédik B-adrenerg agonista alkalmazdsat kovetden. A troponin I
foszforilacié funkciondlis hatdsa egyre inkdbb érthetdvé valik az dj kisérleti
adatok tiikrében. A jelenlegi elképzelések szerint a foszforilacid csokkenti a
miofibrillumok Ca®* érzékenységét (jobbra tolédnak a kamrafunkcié- és a
miozin ATP4z aktivitisdnak Ca®* fiiggését reprezentdlé gorbék). Mindezek
alapjan a troponin I foszforilacié hatdsdra konnyebben disszocidl le a Ca™ a
troponin C-r6l és ez hozzdjarulhat a B-adrenerg stimuldlds sordn bekovetkezd
pozitiv luzitrép hatdsokhoz. Ugyanakkor ez a folyamat forditott irdnyban is
miikodik. Patolégidas koriilmények kozott (szivelégtelenség), a Bi-adrenerg
receptorszam csokkenése és szétkapcsoldddsa miatt csdokken a troponin I bazdlis
foszforildltsdga, ami - valdsziniileg kompenzatorikus folyamatként - noveli a
miofilamentumok Ca® érzékenységét. A C protein foszforilaciGjanak
kontrakcidra gyakorolt hatdsa intenziv kutatds targyat képezi, ennek ellenére

jelenleg csak szerény €s bizonytalan eredmények ismeretesek.

1.2. A nyugalmi rosthosszisag és a kontrakcios ero

Frank és Starling munkdssiga Ota ismert a nyugalmi rosthosszusig
(végdiasztolés volumen) és a megfeleld sziviiregben kialakult nyomds kozotti
Osszefiiggés. A Frank-Starling-gorbe csticspontja mind vdzizom, mind a
szivizom esetében olyan nyugalmi rosthosszusagnal van, ahol a szarkomerek
hossza 2,3 um koriil van. Eddig a rosthossziisdgig tart a Frank-Starling-gorbe
felszallo szakasza, majd egy mérsékelten csokkeno leszdlld szakasz kovetkezik.
Az optimdlis szarkomer hossz (2,3 wm) mellett maximalis a miozin és aktin
kozott kialakult kereszthidak szdma. Ezen érték felett (>2,3 wm) a vékony

filamentumok kezdenek kicsuszni a vastag filamentumok koziil (csokken a



keresztkotések szama), ugyanakkor alacsony szarkomer hossz esetében (<2.3
pum) a vékonyfilamentumok 4atcsisznak a sarcomer madsik oldaldra és
részlegesen fedésbe keriilnek egymadssal. Ez szintén csokkenti a keresztkotések
kialakuldsdnak lehetdségét. A szivizom esetében — még nagyfokd dilatdcid
mellett is — a szarkomerhossz ritkdn haladja meg a 2.2-2.4 um értéket, tehat még
a dekompenzilt miokardium is a Frank-Starling-goérbe cstiicsdn miikodik. A
szivizom massziv kotdszoveti rendszere (kollagén, titin stb.) megakaddlyozza a
miofilamentumok tulzott megnyul4sat.

A nyugalmi rosthosszisdg és a kontrakciés erd kozotti Osszefiiggés
magyardzatdul régebben sokdig az optimdlis aktin-miozin kozotti atfedést
(optimélis lehetdség a kereszthidak kialakitdsdra) tartottik. Ujabban
egyértelmiien igazoltdk, hogy az optimdlis szarkomer elrendez6dés mellett
egyéb tényezoknek is meghatdrozé szerepiik van. Ezek koziil a kovetkezdket
tartjdk lényegesnek: 1) A nyugalmi rosthosszisdg novekedésével csokken a
szivizomrostok hardntitmérdje (a megnyult rostok keskenyebbek — csokken a
,lattice spacing”), igy lecsokken a tdvolsdg a vastag és vékony filamentumok
kozott (miozin és aktin). Mindez kedvez az aktin-miozin kolcsonhatasok, a
gyenge keresztkotések kialakitdsanak, ezért bizonyos korlatok kozott a
rosthosszisdg és kontrakciés erd kozott pozitiv korreldcid van. 2) A
rosthosszisag novekedésével érzékenyebbé vilik a Ca”* receptor (troponin C) a
Ca™ irdnt, tehit azonos Ca®* tranziens mellett a nyugalmi rosthosszisag
novekedésével viltozik a kontrakcios ero.

A Frank-Starling-torvény pontos hatdsmechanizmusdnak megértéséhez

ugyanakkor még tovabbi részletes vizsgalatok sziikségesek.

1.3. p-adrenerg receptor rendszer, miofibrillaris fehérjék és a
szivelégtelenség
A szivelégtelenség progresszidja sordn egyértelmiien bekovetkezik a

szimpatikus idegrendszer aktivdloddsa, de ennek konkrét idopontja és kivaltd



oka kevéssé ismert. Stulyos szivelégtelenségben szignifikdnsan novekszik a
plazma noradrenalin szintje. A fokozott szimpatikus aktivitdst részben a
szivelégtelenség talajan 1étrejové relativ hipotenzi6 és kovetkezményes
baroreceptor aktivaci6 magyardzhatja. A kronikusan fokozott szimpatikus tonus
karos szivhatisokhoz vezethet. Ezen szivhatisok patomechanizmusdban a
katekolaminok direkt toxikus szerepe régen feltételezett, erre vonatkozé konkrét
bizonyitékkal azonban ma még nem rendelkeziink. Ugyanakkor a krénikusan
magas katekolamin szintekkel hozzdk kapcsolatba a szarkolemmalis
permeabilitds novekedését, a kalcium overload- és az arrhythmia-hajlam
fokozodasat, valamint a szivizom megemelt O, igényét.

A kronikus tidlterhelés okozta kardialis dekompenzacié €s pumpafunkcid
karosodds kapcsan tobb patoldgids eltérést irtak le a B-adrenerg rendszer (B-
adrenerg receptor, G-proteinek, adenil cikldz enzim) miikkodésében. Ezeknek az
eltéréseknek a lényege, hogy csokken a B-adrenerg rendszer aktivdlhatdsdga,
illetve parhuzamosan ezzel egyiitt csokken a stimuldlds sordn keletkezd ciklikus
AMP (cAMP) mennyisége is. Ez a koros szignalatvezetés elsOsorban maganak a
B;-adrenerg receptorszdmnak (siirliségnek) a csokkenésével magyardzhatd, amit
a magas szérum katekolamin szint miatt bekovetkezd deszenzibilizdlodas
(downregulation) magyardz. A P, receptorrendszer aktivitisanak csokkenése
miatt a héttérbe keriilnek a cAMP filiggd intracelluldris fehérje foszforildcios
folyamatok. Mindezek miatt csokken a troponin I cAMP fiiggd bazilis
foszforildciGja, ami noveli a miokardium Ca®* érzékenységét (balra tolédik a
pCa-erd gorbe).

A miofibrillaris fehérjék szivelégtelenség kapcsdn kialakul6 véltozdsai
régéta intenziv kutatds targyat képezik. Ismert, hogy eldrehaladott
szivelégtelenségben a kontraktilis appardtus miozin ATPéaz aktivitdsa csokken.
Kis allatokban (egér, patkdny) és a humén pitvarban a gyors (0t) miozin nehéz
lainc (MHC) izoenzim tipus helyett fokozddik a lassi () MHC expresszidja.

Kovetkezményként a  kontraktilis  filamentumok  miikddése  ugyan



gazdasdgosabba vilik, ennek azonban az az ara, hogy csokken a kontrakcid
sebessége (Vmax). A kis emldsoknél leirt miozin izoenzim valtds (switch) humén
szivizomban valdszinlileg csak kisebb mértékben kap szerepet (az eleve
meglévé B MHC dominancia miatt). A miokardium Okonomikusabb
,uzemmodra” vald bedlldsa azonban a humdn szivre is jellemzd. Val6szinisitik,
hogy itt a fotalis troponin T és a pitvari miozin konnyli ldnc bal kamrai
izomzatban torténd expresszidja is hozzdjarulhat a fentebb leirt eltérésekhez.
Ugyanakkor a krénikus szivelégtelenség sordn kialakulé miofibrillaris fehérje

eltérések csak részben tekinthetok tisztazottnak.

2. Célkitizések

1. A Frank-Starling-mechanizmus magyarazatara sziiletett elképzelések
(csokkend hardntatmérd, Ca®* érzékenyités) - bar plasztikusnak tinnek és j6l
értelmezhetdek - hidnyosak és nem adnak magyardzatot tobb problémara.
Részletesen nem vizsgéltdk a véltozé nyugalmi rosthosszisdg szabdlyozo
hatdsat: 1) az eltéré miofibrillaris felépitésii (eltéré6 MHC 6sszetételli) emlds
sziveken (kis- vs. nagytestll emldsok), 2) véltozé ionkornyezetben (pl.
hipoxia kapcsian novekvd foszfat koncentracié mellett), 3) kiilonbozo
homérsékleten, 4)  patoldgids  koriilmények — kozott  (krénikus
szivelégtelenség), €s 5) az aktin-miozin keresztkotési ciklus sebességére.

Ezért célul thztiik ki ezen kérdéscsoportok részletes vizsgalatat.

2. A szivelégtelenség kialakuldsa sordn bekovetkezd mechanikai (miofibrilléris
fehérjék Osszehizoédasdnak kinetikdja) és biokémiai (miofibrilldris fehérjék
Osszetétele, bazdlis foszforildcidja, adrenerg jeldtvitel) véltozdsok
ellentmondésosak és sok kérdés még nem tekinthetd tisztazottnak. Ezért célul
tlztik ki, hogy egy jol jellemzett transzgenikus kronikus szivelégtelenség

allatmodell  (Tgaq*44) segitségével a Dbetegség progresszidjanak



fliggvényében megvizsgaljuk és kovessiik: 1) a kardiomiocitdk mechanikajat
(izometrids kontrakci6, passziv erd, aktin-miozin keresztkotési ciklus
kinetikdja) és 2) a miofibrillaris fehérjékben bekovetkezd véltozdsokat (MHC
expresszio, bazdlis foszforilacid valtozasa). Mindezek alapjan vizsgélni
kivantuk azokat a patolégids folyamatokat, amelyek elinditjdk/kivaltjdk a

miofibrillaris funkcié (kontraktilitas) valtozasat.

3. Metodika és felhasznalt anyagok
3.1. Kisérleti allatok, szovetmintak

Vizsgdlatainkhoz feln6tt huméan, egér és sertés bal kamrai mintdkat
haszndltunk fel. Kisérleteinket megel6zden a mintdkat -80 °C-on taroltuk. Sertés
mintdinkat olasz partnereinktdl, egér mintdinkat lengyel kutat6tarsainktol
kaptuk. Egészséges humdn sziveket hdrom 4ltaldnos donortdl nyertiink, akik
explantélt szivét technikai okok miatt nem haszndltdk fel transzplantécié céljara
(46 és 53 éves ndbeteg és 41 éves férfibeteg). Human kisérleteink eleget tettek a
Helsinki Deklardcionak és kisérleteinkhez a Magyar Egészségiigyi Minisztérium
is hozzdjarult (323-8/2005-1018EKU). A fiatal sertéseket Olaszorszagban
tenyésztették. A sertések kisérletes felhasznédldsa az olasz torvényeknek
megfelelden (DL-116, Jan. 27, 1992) és az Olasz Egészségiigyr Minisztérium
engedélyével tortént.

Az aktivélt Gaq proteint tilsulyban expresszalé (overexpression) dilatativ
kardiomiopatids (DCM) transzgenikus egértorzs (Tgaq*44) kialakitasat
kordbban részletesen leirtdk. Szaporodoképes homozigdta Tgaq*44 egérparokat
és vad tipusu (FVB) egereket Prof. Eva J. Neer (Brighami No6i Klinika,
Kardiovaszkuldris Divizi6, Harvard Egyetem) kozremiikodésével kaptunk.
Ezeket a transzgenikus és vad tipusi egereket a Lengyel Tudoményos
Egészségiigyr Kutatd Akadémia allathdzdban tenyésztették. Kisérleteinkben a
homozigéta Tgaq*44 és FVB egereket (4, 10, 14 és 18 honap) hasznéltunk fel.

Valamennyi szévetmintdt -80 °C-on tdroltuk, majd ezeket a szoveteket



haszndltuk szivizomsejt (kardiomiocita) prepardtumok elkészitésére és
kiilonb6z6 biokémiai mérésekhez. A transzgenikus egerekkel kapcsolatos
vizsgalatok a Jagell6i Egyetem Etikai Bizottsdgdnak engedélyével torténtek (no.
1/0P/203). Valamennyi vizsgalatunk kapcsdn (egér, sertés) eleget tettiink a
laboratériumi  allatok kisérletes felhasznédldsdval kapcsolatos nemzetkozi

protokolloknak (Guide for the Care and Use of Laboratoty Animals).

3.2. Eromérés permeabilizalt szivizomsejt preparatumokban

A kardiomiocita prepardtum izoldci6jat és elkészitését kordbban
részletesen leirtuk (1). A relaxdlé és aktivalé oldatok pCa értéke, azaz a —
log[Ca®*] 9,0 és 4,75 volt, pH 7,2 mellett. Az erémérést az aktival és relaxalé
oldatok felhaszndldsdval hajtottuk végre. Az aktivdlé oldat Osszetétele (mM
egységben kifejezve) a kovetkez volt: szabad Mg 1, MgATP 5, foszfokreatin
15, kalcium etilénglikol-bis(2-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetraacetat (Ca-EGTA)
7 és N-N-bis[2-hidroxietil]-2-aminoetanszulfonat 100. Az ionekvivalenciat 150
mM-ra éllitottuk be KCI segitségével (186 mM-os ioner0sség mellett). A
relaxdl6 oldat dsszetétele annyiban kiilonbozott az aktivald oldat dsszetételétdl,
hogy Ca-EGTA helyett 7 mM EGTA Kkeriilt az oldatba.

Protokoljaink egy részében megvizsgaltuk a proteinkinaiz A (PKA)
katalitikus  alegységének  hatdsdt kisérleti  prepardtumainkra  (relativ
foszforildcios kapacitds: ~10 unit/ug). Miutdn felvettik a Ca™ - erb
Osszefiiggéseket, a sejteket 2,3 um-es szarkomerhosszon (SL) 40 percig 20 °C-
on inkubdltuk PKA jelenlétében és djra felvettiik az izometrids erdviszonyokat,
valamint megmértiik az aktin-miozin ciklus sebességét.

A szivizomsejt prepardtum erdmérési technikdja részleteiben mar leirdsra
keriilt (1, 2). Roviden, egy szivizomsejt nagysdgi prepardtumot inverz
mikroszkdp alatt szilikon ragaszté segitségével, két vékony rozsdamentes acél
rovartithoz erositettiink. Az egyik tiit egy nagy érzékenységli erdmérOhoz, a

mdsik tit pedig egy elektromdgneses motorhoz kapcsoltuk. Mindkét tlit



,joystick”-el kezelhetd irdnyitd6 rendszerhez rogzitettik. A felragasztott
sejtprepardtum egy nagyobb szegmensének kivélasztisat kovetden Fourier
transzformacids analizis segitségével éllitottuk be a szarkomerhosszat (SL). A
prepardtumok 4tmérdjét mikroszkopos technikdval pontosan megmértiik, két
egymdsra merdleges irdnybdl. A keresztmetszeti kép felszinének szdmitdsa
sordn elliptikus keresztmetszetet feltételeztiink. Az izometrids erdmérést
tobbszoros aktivicids/relaxdcids ciklusokban 15 °C-on végeztiik, el6szor 1,9
um, majd 2,3 um SL-an. Egyes kisérleti protokolljainkban 25 °C-ra emeltiik a
kisérleti kozeg hOmérsékletét.

Amikor a preparitum elérte a maximalis Osszehuzddéasi erdt, a
szivizomsejt hosszat — az elektromdgnesre illesztett tii segitségével — 1 msec
alatt 20%-al csokkentettiik és 20 msec multdn visszadllitottuk eredeti hosszéara
(dn. release-restretch mandver). A mandver kapcsdn a sejt altal kifejtett
maximalis er0 nullara csokkent (a hirtelen rovidiilés miatt), ami lehetové tette a
maximdlis sejt dltal kifejtett erd (Fy.) regisztraldsat és kiszamitdsat. Az eredeti
hossz visszaallitasdt kovetden az aktin-miozin kapcsolatok djrarendezddésével
az izomsejt rovid idOn belill Gjra a roviditést megel6zd maximaélis kontrakcids
erot volt képes 1étrehozni. Ez a folyamat igen gyorsan, néhdny masodperc alatt
zajlott le (erd ujraképzddés — ,tension redevelopment”). Ezzel a technikdval
tudtuk megmérni és kiszdmitani a sejt dltal kifejtett passziv erot (Fpugive). AZ
aktiv izometrids er6 az Fiu €s Fpuive killonbségével jellemezhetd. Az erd
Ujraképz0dés a release-restretch mandver utdn jellemzd gorbét adott, amire
exponencidlis fiiggvényt illesztettiink, annak érdekében, hogy kiszdmoljuk az
er0 ujraképzOdés (aktin-miozin ciklus) sebességét (k) kiilonb6zo Ca®
koncentraciok esetén:

[1] F(t)=F+F,(1-¢*tr")
ahol a F(t) az erd, barmely t idépontban a release-restretch mandver utén,
barmely Ca®* koncentrcién. Az F; és F, jellemzik a kezdeti erd értéket a

77 - . 2 DY s 7 12
release-restretch mandver utdn, valamint a Ca”™ aktivdlta erd udjraképzddés



amplitadojat. A k. pontos meghatirozdséhoz minden esetben az erd
Ujraképz0dés teljes idOtartamat (F; és Fi, kozotti 1do) figyelembe vettiik. A
mintavétel altalaban 20 Hz-en tortént, azonban a k, mérésekor ez az érték 1 kHz
volt.

Minden kisérleti protokoll egy szaturdlé Ca®* koncentricién (pCa 4,75)
elvégzett kontroll aktivicidval kezdddott és végzddott. Ez lehetdvé tette a mért
erdk normalizdlaséat és a prepardtum u.n. ,,rundown”-janak, azaz mérés kozbeni
,elhaszndléddsdnak” meghatdrozdsat. Ezekhez a mérésekhez a maximalis Ca**
aktivilta erOket hasonlitottuk 0©ssze (F,). Minden kisérleti mérés végén
0sszehasonlitottuk a sejt altat 1étrehozott maximalis erdt a kisérlet elsd hasonl6
értékével. Amennyiben a kisérlet végén a sejt az eredeti érték 80%-a alatt

teljesitett, igy azon mérést elvetettiik.

3.3. Biokémiai mérések

A kiilonboz0 életkortd egerek fagyasztott balkamrai mintdit haszndltuk a PKA
aktivitds meghatarozdshoz. A szuszpendilast €s homogenizaldst moddositott
izolaciés oldatban (mM-ban: KCl 100, EGTA 2, MgCl, 1, ATP 0,1, imidazole
100, pH 7,0) végeztiik. A citoszolt centrifugéldssal tavolitottuk el, (300g, 1 min,
feliiluszo: citoszol), majd az iiledéket 0,3%-os Triton-X 100-at tartalmazé
izolaciés oldatban ismételten homogenizdltuk. A detergens oldékony
membranfehérjék extrahdldsa centrifugdldas segitségével tortént (feliiluszo:
membran fehérjék, pellet: kontraktilis fehérjéket tartalmazé permedbilis
kardiomiocitdk). A szétvdlasztott frakciok fehérje koncentraciéjait BSA
modszerrel hataroztuk meg. Az endogén PKA mérés szobahOmérsékleten
tortént, =P jelolt ATP segitségével (specifikus aktivitds: 750 cpm/pmol).
Szubsztratként 1 pl kemptidet (1 mg/ml) hasznaltunk. A reakci6 elinditasat
kovetden a 0. és 17. percben 10 pl keveréket cseppentettiink foszfocellul6z

papirra. A papirokat 30 percig szdritottuk, majd 0,5%-os foszforsavval
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haromszor atmostuk. A foszfocellul6z papiron maradé radioaktivitis mérésére
liquid szcintillacids szamlalot haszndltunk.

A permeabilizdlt szivizomsejtek troponin 1 bazdlis foszforildcids
szintjének meghatirozasidra utéfoszforilacids vizsgdlatokat végeztiink. A
miofibrillaris fehérjéket tartalmaz6 frakciét az endogén PKA meghatdrozédsa
sordn ismertetett médon izolaltuk. A reakcids elegy 40 pl izolalt miofibrillaris
fehérje frakciot (fehérje koncentracigja 0,5 mg/ml modositott izolacids
oldatban), 10 pl médositott izoldcids oldatot, P ATP-t (specifikus aktivitds:
1500 cpm/pmol) és 1 ul PKA-t (4000 U/ml) tartalmazott. Az inkubdlést
szobahOmérsékleten 15 percig végeztiik. Az inkubéldst kovetden a reakciot 50
ul SDS pufferrel allitottuk le. Ezt kovetden a forralt mintit 10%-os
poliakrilamid gélen elektroforézis segitségével valasztottuk szét és a szepardlt
fehérjéket nitrocellul6z membrdnra transzferdltuk. Az autoradiogréfids
felvételeket denzitometridval elemeztiik és a kiértékelést (foszfat beépiilést),
Image J programmal végeztilk. Az optikai denzitdst onkényes egységekben
(arbitrary unit) fejeztiik ki.

Az MHC izoformdk (o és P) szétvdlasztdsa elektroforézis segitségével
tortént: 8% akrilamid-bis-acrilamid (27,5:1), 380 mM Tris-HCI, 0,1% sodium
dodecilszulfiat (SDS), 5 mM TEMED, 2mM AMPER. A géleket az Image J

programmal értékeltiik, 0,1%-os Coomassie festést kovetden.

3.4. Statisztika, adatelemzés
A Ca®" - er§ viszonyokat a médositott Hill-egyenletre illesztettiik:

2] F= F,[Ca*]™il/(Cas ™Ml [CaZ ™Ml
ahol az F a steady-state er0 adott [Ca2+] mellett, az Fo, a maximélis Ca**-
aktivalta er60 maximalis [Ca2+] mellett, nHill a meredekséget, Cas, (vagy pCasg)
az 50%-os erbkifejtéséhez sziikséges Ca’* koncentracid, szigmoid illesztést
kovetéen. Minden kisérleti prepardtum egyenként keriilt illesztésre, az egyes

eredményeket Osszegeztiik és az dtlagok keriiltek bemutatésra.
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A statisztikai szignifikancia vizsgdlatokat variancia analizissel (ANOVA,
ismételt mérések) €s ahol lehetséges volt Student féle t-probdval végeztiik. Az
eredményeket dtlag+SEM (standard error of the mean) értékekben fejeztiik ki. A

szignifikancia hatarat P<0,05-ben hatdroztuk meg.

ADP.P,
P,

. . ~ 1
Miozin fej (gatléhatss)

ADP

ADP}. ADP}.

SL

Tropomiozin Ca”
Aktin * -
Blokkolt Zart Nyitott
allapot allapot allapot

Abra. A kontrakcié kialakuldsdnak hdrom-szintii modellje. Blokkolt
dllapotban a tropomiozin fonalak gdtoljdk (blokkoljdk) az aktin ,,aktiv” felszinét
(sotétsziirke korszelet), amihez a miozin fejek kitédnek. Ca** jelenlétében
aktivalodik a troponin C és a tropomiozin fondl a kettds aktinspirdlon az un.
»aktindrok” irdnydba mozdul el, és lehetové vdlik a gyenge keresztkotések
kialakuldsa (zdrt dllapot) a miozin fej és az aktin ,,aktiv” felszine kizétt. A Ca’™
magas kooperdcioval stimuldlja a nyitott dllapot kialakuldsdt, amikor a
tropomiozin fondl mdr az aktindrok mélyére csiiszik, és teljesen szabaddd vdlik
az ,aktiv” felszin. Igy kialakulhatnak az erds keresztkitések. A nyugalmi
rosthossziisdg novelése csokkenti a rostok hardntdtmérdjét, igy kozelebb
keriilnek egymdshoz a vékony és vastag filamentumok, ami noveli a zdrt dllapot
kialakuldsdnak valoszintiségét. Az anorganikus foszfdat (P;) gdtolja a nyitott
dllapot  kialakuldsat. SL=szarkomer hossz;, ATP=adenozin trifoszfat;
ADP=adenozin difoszfdt.
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4. Eredmények
4.1. A valtoz6 nyugalmi rosthosszisag hatasa a kontraktilis erore és az

aktin-miozin ciklus sebességére kiilonb6zo speciesekben

Ezen kisérleteinkhez kiilonb6zd emlds sejteket (humdén, sertés és egér
kardiomiocita) hasznaltunk, mivel jol ismert a kis testtomegli emldsok (egér)
szivének, illetve a nagy tomegli emlOsok (ember, sertés) miokardiumanak eltérd
miofibrillaris fehérje 6sszetétele és funkcidja. A harom emldsfaj (egér, human és
sertés) esetében igen hasonlénak bizonyult a Ca™ aktivélta maximalis aktiv erd
(1,9 pum-nél: 27,2439, 28,6+3,3 és 30,3+3,0 kN/m* 2,3 pm-nél 56,6+3,9
49,5+3,7 és 51,846,9 kN/m®). A Ca®" fiiggetlen passziv er8k vizsgdlata sordn
igen hasonl6 értékeket kaptunk a humén és sertés sziv esetében. Ugyanakkor az
egér kardiomiocitdkban a Ca®" fiiggetlen passziv er8k a hosszi SL-nél (2,3 pum)
szignifikdnsan magasabb értéket adtak (egér 10,5+0,6, humén 5,7+0,7, sertés
6,9+0,7 kN/m?).

Az 1zometrids er6 SL fliggd novekedésének vizsgalatira a harom vizsgalt
faj normalizalt pCa-erd gorbéit azonos kisérleti koriillmények kozott vizsgaltuk.
Jol észlelhetd volt az SL hossz novekedés hatdsara 1étrejovo pCasy érték balra
toléddsa (Ca®* érzékenyités), amely mindhirom vizsgélt fajndl meglepd
egyenléséget mutat (~0,11 pCa érték). Ugyanakkor, minden vizsgdlt Ca*
koncentraciondl jelentds eltérést észleltink az egér k. értékeiben a human,
illetve a sertés értékeihez viszonyitva. Amig a sertés és a human mintdk mindkét
SL-nél igen hasonld ki m.x értéket adtak (pCa 4,75), addig az egér mintdk
szignifikdnsan magasabb ki .., értéket mutattak (a kiilonbség 6-7-szeresnek
bizonyult — ennyivel gyorsabb az egér szivekben az aktin-miozin ciklus
kinetikdja). Ugyanakkor az SL véltoztatdsa nem befolydsolta az egyes fajok
esetében a k, paraméterek pCa fiiggését. Mért 1,9 um-es SL hosszndl a K. max
értékei a kovetkezdek voltak: egér 7,44+0,15, human 1,33+0,11, sertés

1,02+0,05 s"'. Ugyanezen értékek 2,3 um-es SL hossznél a kovetkezOképpen
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alakultak: 6,95+0,31, 1,19+0,07 és 0,99+0,08 s”'. A k, paraméter Ca**-fiiggd
valtozasainak részletes vizsgélatira minden faj esetében normalizdltuk a ki
értékeket (a fajra jellemz6 maximumra). Ez a fajta adatelemzés azt mutatja,
hogy a k, Ca* fiiggése mindhdrom fajban nagyon hasonl6.

Az anorganikus foszfat (P;) kozismerten csokkenti a miofibrillumok altal
kifejtett maximalis Ca* aktivdlta er6t, mivel interferdl az er6képzo
keresztkotések kialakuldsdval. Tobbek kozott ezzel a tomeghatds elvén
magyardzott Osszefliggéssel is magyardzzdk az akut iszkémids miokardium
kontraktilitds-csokkenését. Mindezek miatt megvizsgéltuk, hogy kisérleti
preparatumainkon a 10 mM P; hogyan befolyasolja a Ca™ aktivélta erét és a k,
értéket. Az alkalmazott P; (10 mM) valamennyi Ca® koncentrdciénal
szignifikansan csokkentette a kialakult izometrids erét. A maximalis Ca®*
aktivdlta er0 (F,) a P; hatdsara mindhdrom vizsgélt fajban ~60-65%-al csokkent
(humdn mintdkban 65+5%, egerekben: 60+£1% és sertésekben 61+1%; P>0,05;
1,9 um-es SL). A P; hatdsdra hasonlé mértékben csokkent a maximalis Ca**
aktivdlta erd (F,) a magasabb nyugalmi rosthosszisdg (2,3 pum) alkalmazdsa
mellett is.

Megvizsgaltuk tovabbd a Ca® érzékenység SL fiiggését a P; hatdsa alatt
(minden mért értéket a megfeleld6 maximummal normalizaltuk) és a kapott
adatokat illesztettiik a Hill egyenletbe. Az analizis azt mutatta, hogy a nyugalmi
rosthosszusag novelése (1,9-r6l 2,3 uM-re) altal kivéltott Ca* érzékenyitést
egyik fajban sem befolydsolta a P; jelenléte. A kapott valtozas a P; jelenlétében
is ~0,1 pCa érték volt. Ugyanakkor a 10 mM P; alkalmazésa drdmai gyorsuldst
okozott mindharom faj esetében az aktin-miozin keresztkotési kinetikaban (k).
A 10 mM P;-t tartalmaz6 humén és sertés mintdk esetében a ki . novekedése
~1,6-szor haladta meg a P; nélkiili kisérleti koriillmények kozott mért értéket.
Egér preparatumok esetén ez az érték elérte a ~3-at. A keresztkotési kinetika
gyorsuldsa mindkét SL-nél észlelhetd volt és az SL. mdédositdsa nem befolydsolta

szignifikdnsan a k, értékeket (barmely Ca” koncentraciénal vizsgdlva). Mds
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szavakkal: a 10 mM P; alkalmazdsa mindhdrom emldsben szignifikdnsan
gyorsitotta a k. értékeket, de ez a gyorsulds fiiggetlennek bizonyult az SL
értéktol.

Kordbbi vizsgélatok sordn a kisérleti homérséklet emelése potencidlta a P;
indukédlta hatdsokat az aktin-miozin keresztk6tési kinetikdra nydl vazizom
miofibrillumban, illetve egér kardidlis miofibrillumokban. Ezért megvizsgaltuk,
hogy sajat kisérleti rendszeriinkben a kisérleti hOmérsékelt ndvelése - a
fiziol6gidsabb tartomdny irdnydba - mennyiben befolydsolja a human
preparatumok kontraktilitdsi paramétereit. Ezért 25 °C-on 10 mM P; jelenlétében
is elvégeztiik kisérleti protokollunkat. Eredményeink szerint 1,9 um-es SL
esetén 25 °C-on a maximdlis Ca™ aktivalta eré 35,2+4,2 kN/m” volt (n=10
humén szivizomsejt), mig 10 mM P; hozzdaddsa utdn ezen érték 17,4124
kN/m’—re csokkent. Ezen kisérleteink azt mutattak, hogy - az irodalmi adatokkal
megegyezden - a hdmérséklet novelésének hatdsara a 10 mM P; erdteljesebben
csokkentette a maximalis Ca** aktivalta erdt (F,), mint 15 °C-on.

A magasabb homérsékleten elvégzett kisérleteink adatait normalizélva,
kifejeztiik a Ca™ érzékenység SL fiiggését. Az el3z3 tendencidhoz hasonldan a
pCasg értékvaltozas tovabbra is 0,10+£0,02 volt (P<0,05), annak ellenére hogy a
homérsékletemelés novelte a mért k, értékeket. A k, értékének novekedése
~5,2-szeres volt a P; nélkiili 15 °C-on elvégzett mérések adataihoz képest. A
humén prepardtumokon 25 °C-on 10 mM P; jelenlétében mért ki . €rt€k
7,0340,32 s'-nak bizonyult. Ezen koriilmények kozott (25 °C, 10 mM P))
megvizsgdlva a k., esetleges SL fiiggését (1,9 és 2,3 um-es nyugalmi
rosthosszusag), tovabbra sem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a k. értékekben
a két csoport kozott.

Annak érdekében, hogy részleteiben megismerhessiik a ki ért€kének faj-,
illetve P;-fiiggését, megvizsgaltuk a k. és az F,-ra normalizalt erd fiiggvényeket
(15 °C, minden kisérleti koriilmény kozott). A k, minden fajban nem-linedris

médon novekedett az erd fiiggvényében, az F,-ndl mért maximumig. Rovidebb
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SL (1,9 um) mellett, a k. a submaximalis Ca”* koncentraciék alkalmazdsa esetén
(minden kisérleti koriilmény kozott) tendencidjdban valamelyest nagyobb
értéket adott. Ez a submaximdlis eréviszonyokban tapasztalt k,, novekedés annak
tudhat6 be, hogy a révidebb SL (1,9 pm) esetében nagyobb koncentriciéji Ca*'-
ra van sziikség ahhoz, hogy ugyanazt az erdszintet elérjiik. Normdl koriilmények
kozott (P; hidnydban), 2,3 um SL mellett, az er6 megdupldzdsdhoz (fél-
maximdlis erotdl az F,-ig) a k. értéknek emberben ~1,7-szeresre, egérben ~2,2-
szeresre, sertésben ~2.4-szeresre kellett novekednie. A 10 mM Pi1 alkalmazasa
feljebb tolta a k,-erd 0sszefiiggéseket, de nem véltoztatta meg a gorbék jellemzo

lefutasat.

4.2. A miofibrillaris kontraktilis funkcié valtozasa az id6 fiiggvényében
dilatativ kardiomiopatias allatmodellen (Tgoiq*44)

A Tgoq*44 transzgénikus egértdrzs jellegzetessége a Gy fehérje
folyamatos  foloslegben  torténd  szintézise (overexpresszidja). Ennek
megfeleloen a transzgénikus 4allatokban, 1iddsebb korukban dilatativ
kardiomiopdtia (DCM) fejlddik ki, melynek talajdn az egerek silyos kongesztiv
szivelégtelenséget kapnak. A betegség progresszidja lassd, ami lehetové teszi a
kiilonboz6é  szignalizdciés folyamatokban és a miofibrilldris kontraktilis
struktardban/funkcioban  bekovetkezd ~ vdltozdasok  idobeli  kovetését.
Vizsgalataink sordn elsOsorban a mechanikus funkcidra €s az ezzel kapcsolatos
miofibrillaris strukturdlis eltérésekre fokuszaltunk.

A Tgoqg*44 transzgén allatokban, az 1do fiiggvényében (4, 10, 14 és 28
honap), jellegzetesen megvaltoztak a kardidlis morfolégiai paraméterek a vad
tipusi FVB dllatok paramétereihez képest. A Tgoq*44 egerekben a 14. hénapot
kovetden jol észlelhetd a DCM kialakuldsa (a szivsuly/testsily hdnyados a
kovetkezOképpen alakult: 14. hoénap: 5,4+0,3; 18. hénap: 7,1£0,4 mg/g). Az

FVB egerekben ugyanezen iddszakban nem tortént szignifikdns vdltozds a
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morfoldgiai kardiolégiai paraméterekben. A DCM kialakuldsa szignifikdnsan
novelte a Tgaq*44 egerek mortalitdsat.

Permeabilis, izoldlt kardiomiocitdkon (FVB és Tgaq*44) - az ido
fiiggvényében és kiillonbdz6é nyugalmi rosthosszisag mellett (1,9 wm és 2,3 pwm)
- részletesen megvizsgaltuk a Ca®" aktivdlta maximalis erét (F,), a passziv erét
(Fpassziv) €8 @ Kiymax valtozasait. A Frank-Starling-torvénynek és sajat kordbbi
vizsgalatainknak (1) megfeleléen a nyugalmi rosthosszisidg novelése (1,9 um-
r6l 2,3 um-re) szignifikdnsan novelte az F, és Fu eroket mindkét
allattorzsben. A Tgoq*44 transzgénikus éllatokban az F, a 14 honapos kor utdn
hirtelen csokkent (mind az 1,9 pum-es, mind a 2,3 um-es nyugalmi
rosthosszisdagndl) és a 18. honapos csoportban szignifikdnsan alacsonyabb volt
(~60%-0s csokkenés), mint az FVB dllatok birmely korcsoportja, vagy a
Tgoq*44 allatok 4, 10 és 14 honapos csoportjainak a kozépértéke. Az Fpugoiv
értéke szintén jellegzetesen megvaltozott a 18 hénapos Tgoq*44 egerekben. 2,3
pum-es SL mellett, egy erdteljes szignifikdns novekedést (~60%-o0s) észleltiink
az FVB dllatok barmely idOpontjanak értékéhez képest.

A miofilamentumok Ca** érzékenységének vizsgdlatdhoz mindkét
allattorzs kardiomiocitdit kiilonbozé SL értékeken (1,9 um és 2,3 wm)
submaximalis Ca®" koncentraciékkal stimulaltuk. Az adatokat minden esetben a
hozzatartoz6 F, értékre normalizdltuk, majd 4&brdzoltuk a pCa-erd
Osszefiiggéseket. A hosszabb SL (2,3 wm) alkalmazdsa minden idépontban balra
tolta a pCa-erd Osszefiiggéseket, mind az FVB, mind a Tgoqg*44 éllatokban
(azaz novekedett a miofilamentumok Ca® érzékenysége). A pCasg
balratol6ddsanak mértéke mindkét allatcsoportban ~0,11 pCa egység volt. A 4,
illetve a 10 hetes FVB és Tgaq*44 allatokbdl szarmazo6 kardiomiocitdk esetében
a pCaS50 értékek (hasonlé nyugalmi rosthosszusidg mellett) nem kiillonboztek
szignifikdnsan egymadst6l. Ugyanakkor a 14 honapos, illetve 18 hdnapos

életkorban mindkét SL (1,9 pum és 2,3 um) alkalmazasa mellett, a Tgoq*44
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allatok pCa-er6 gorbéi szignifikdnsan balra tolddtak az FVB gorbékhez képest.
Mis szavakkal a DCM kialakuldsdval osszhangban a Tgoq*44 4dllatokban
fokozédott a miofilamentumok Ca®* érzékenysége a kontroll (FVB) éllatok
értékeihez képest. A 18 honapos dllatok kardiomiocitdinak a pCa értékei a
kovetkezdk voltak: FVB SL 2,3 um-nél 6,25+0,01; Tgaq*44 SL 2,3 um-nél
6,38+0,01; illetve FVB SL 1,9 pm-nél 6,13+0,02; Tgaq*44 SL 1,9 pm-nél
6,24+0,01.

A miofilamentumok Ca®" érzékenységét elsdsorban a miofibrilldris
fehérjék (troponin 1) foszforildltsdga szabdlyozza. B-adrenerg stimuldlds
(izoproterenol) hatdsdra a troponin I gyors foszforilacigjat kovetden
egyértelmilen jobbra tolédik a szivizom pCa-erd gorbéje (csokken a Ca®*
érzékenység), ami gyorsitja a relaxacié sebességét (pozitiv luzitrép hatés).
Ugyanakkor patologids koriilmények kozott ennek a folyamatnak a forditottjat is
leirtdk. Kroénikus szivelégtelenségben, valdsziniileg kompenzatorikus mddon,
fokozédik a miofilamentumok Ca®* érzékenysége, amit elsésorban a troponin I
bazilis foszforildcidjdnak a csokkenése okoz. Mindezen adatok alapjin, kisérleti
rendszeriinkben megvizsgdltuk, hogy a Tgoqg*44 éllatok kardiomiocitdinak
megnovekedett Ca® érzékenységét nem a troponin I PKA-fiiggé bazilis
foszforildltsdgi allapotdnak a vdltozdsa okozza-e. Eredményeink szerint 10
honapos korban a PKA katalitikus alegységgel val6 inkubélds nem befolyésolta
szignikdnsan sem FVB, sem Tgoq*44 éllatokb6l szdrmazé kardiomiocitak Ca®*
érzékenységét (nem véltozott szignifikdnsan a pCa-erd gorbék lefutdsa).
Ugyanakkor a 14 hoénapos korban a Tgog*44 dllatokbdl szdrmazd
kardiomiocitdk pCa-erd gorbéje mar szignifikans balra tol6dédst mutatott az FVB
allatok gorbéjéhez képest. A 14 hoénapos Tgoq*44 4llatok kardiomiocitdinak
ezen novekedett Ca™ érzékenységét sziintette meg a katalitikus alegységgel
torténO inkubalds (szignifikdnsan ~0,15 pCa értékkel jobbra tolddott a pCa-erd

Osszefiiggés). A katalitikus alegységgel tortént inkubdldst kdvetéen mar nem
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volt szignifikdns eltérés az FVB és a Tgoq*44 dllatok kardiomiocitdinak Ca®*
érzékenysége kozott.

Erdekes médon a PKA Katalitikus alegységgel torténd inkubdlds
hatékonysdga felvetette a B-adrenerg-PKA rendszer szerepének jelentdségét a
Tgoaq*44 egerek szivelégtelenségének kialakuldsdban. Ahhoz hogy a
transzgénikus 4llatmodellben tovabbi adatokat kapjunk a B-adrenerg, PKA
rendszer szerepérOl, megvizsgaltuk: 1) a PKA aktivitasdnak, és 2) a troponin I
PKA-fiiggd bazilis foszforildltsaganak életkorfiiggését mind Tgoq*44, mind az
FVB dllatok miokardiumédban. A miokardidlis PKA aktivitdsok vizsgélata sordn
csak a citosz6l frakcioban kaptunk érdemleges aktivitdst. A citoszol PKA
aktivitasa a Tgoq*44 allatokban fokozatosan csokkent az ido fiiggvényében. A
18 hénapos éllatokban a csokkenés mar szignifikdnsnak bizonyult a Tgoq*44
allatok korabbi értékeihez képest, vagy az FVB dllatok értékeihez képest. A
csokkend PKA aktivitdssal dsszhangban, az id6 fiiggvényében szignifikdnsan
novekedett a troponin I PKA-fiiggd utéfoszforilacidja a Tgaq*44 allatokban (4
hénapos dllat 33+1, 18 hoénapos dllat 72+11 AU). Az utéfoszforilacio
novekedése azt jelzi, hogy a bazdlis troponin I foszforildcié szignifikdnsan
csokkent a DCM kialakuldsa sordn, ami Osszhangban van: 1) a PKA
aktivitismérésekkel, és 2) a miofilamentumok Ca** érzékenységének a
novekedésével. Ugyanakkor az FVB dllatokban az id6 fliggvényében nem
valtozott szignifikdnsan a troponin I utéfoszforilacio.

Kardiomiocitd prepardtumaink lehetdvé tették annak vizsgdlatit, hogy a
DCM kifejlédése sordn a Tgoq*44 dllatokban észlelt véltozasok (Ca®* aktivilta
eré6 csokkenése, Ca™ érzékenység novekedése) Osszefiiggésben vannak-e az
aktin-miozin ciklus esetleges véltozdsdval. Ennek a kérdésnek a
tanulmdnyozdsdra kiilonb6z0 nyugalmi rosthosszisdg mellett, mindkét
allattorzsben az id6 fiiggvényében megvizsgdltuk a Ca®* aktivdlta erd

Ujraképzddésének sebességét (k,), ami jol jellemzi az aktin-miozin ciklus
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sebességét. Eredményeink alapjan, mindkét allattdrzsben egyértelmiien igazolni
lehetett a k, Ca®* fiiggését, azaz magasabb Ca™* koncentricié mellett a ki
magasabb ért€ket adott. Ugyanakkor, a normdl humdn, sertés €s egér sziveken
kordbban elvégzett vizsgdlatainkhoz hasonléan a k, értékét a nyugalmi
rosthossziisdg nem befolyasolta (fiiggetleniil a Ca®* koncentraci6tél, életkortdl,
egértorzstol és a DCM kialakuldsatol).

A ki, abszolut értékek vizsgdlata sordn a 4, 10 és 14 honapos életkorban
nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a két egércsoport (FVB és Tgaq*44)
kozott. Ugyanakkor 18 hoénapos életkorban a Tgoqg*44 csoportbdl szdrmazd
kardiomiocitdk ki .« €rtéke (pCa 4,75-nél mérve) szignifikdnsan alacsonyabb
volt (5,39+0,19 1/sec), mint a 18 hénapos FVB érték (9,14+0,27 1/sec).
Feltételeztiik, hogy ebben az életkorban (18 hdénap) a DCM kifejlddésével
parhuzamosan a miozin izoenzimek (o- és B-MHC) expresszidjdban kialakuld
kiilonbségek lehetnek a feleldsek az eltérd aktin-miozin sebességért. Ezért mind
az FVB, mind a Tgoq*44 A&llatok miofibrillumdban az id6 fiiggvényében
megvizsgiltuk a MHC (o és B) expresszidjat. Varakozasainknak megfelelden az
FVB allatban nem valtozott az expresszids profil, a gyors o-MHC abszolut
dominancidja a teljes 18 hoénapos utdnkovetés sordn bizonyithatd volt.
Ugyanakkor a Tgoq*44 dllatok miofibrillumdban az életkor elérehaladdsaval
fokozatosan novekedett a lassi B-MHC részardnya. A novekedés a 18. honapban
elérte a 51+3%-ot és szignifikdnsnak bizonyult a 4 és 10 honapos értékekhez

képest.

5. Megbeszélés
5.1. A valtozé6 nyugalmi rosthosszisag hatasa a kontraktilis erdre és az
aktin-miozin ciklus sebességére

Eredményeink szerint az aktin-miozin ciklus sebessége (k) szorosan

Osszefiigg a vizsgdlt fajjal, a hOmérséklettel (humédn szivizomsejtek), az
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alkalmazott Ca** [Ca™] és foszfiat koncentraciéval [P;], de fiiggetlennek
bizonyult az SL-t6l. Eredményeink igazoltdk tovabbd, hogy valamennyi faj
(humédn, egér és sertés) kardiomiocitdiban a nyugalmi rosthosszisag
fiiggvényében, tendencidjaban hasonlé médon viltozik a Ca**-aktivélta
er6képzddés, a hattérben mikodd mdas-mds aktin-miozin cikluskinetika (k)
ellenére. Ugyanakkor a relativ k, értékek Ca®* fiigg8sége is tendencidjiban
hasonlonak bizonyult mindhdrom faj esetében. Mindent egybevéve, adataink azt
sugalljak, hogy emlds szivekben hasonlé karakterisztikdk jellemzéek a pCa-erd
és pCa-k, Osszefiiggésekre, azonban az SL véltozdsat nem kiséri a k, érték
modulécidja.

Kordbbi vizsgilatok eredményei szerint kis emldsokben (egér, patkdny) a
kardiomiocitdk gyors aktin-miozin kinetikdjat els6sorban a fajspecifikus MHC
Osszetétele (a gyors a-MHC izoforma nagyobb expresszidja a lassu B-MHC-vel
szemben) szabja meg. Nagyobb testli emldsok (sertés, ember) esetében, a B-
MHC tilsily lasstibb kinetikét (k) eredményez. Ugyanakkor adataink szerint az
MHC expresszi6 (a- vagy B) tendencidjaban nem befolyasolta az SL-fiiggd Ca**
érzékenyitést. Eredményeink azt sugalljdk, hogy emlds szivekben a kontraktilis
proteinek fajfiiggé eltérései nem modulaljak az SL fiiggé Ca* érzékenyitést.

P; jelenlétében az F, és pCas, értékek valtozasai is valdszinlileg a
megvéltozott aktin-miozin ciklusnak (csokken a nyitott dllapotban 1€évd
keresztkotések szama) tudhatok be. Adataink azt mutatjak, hogy a P; fajtol és
SL-t8]1 fiiggetleniil csokkentette a prepardtumok dltal generdlt erdt, és
mérsékelten jobbra tolja a pCa-erd 0sszefiiggéseket. A P; minden vizsgalt fajban
hasonlé6 moédon befolyédsolta a keresztkotési kinetikdt, ezért hatisa az aktin-
miozin ciklusra konzervativnak mondhaté. Egerekben P; hatdsara a k, nagyobb
fokid novekedését tapasztaltuk, mint sertés vagy human mintdk esetében. Human
miocitdkban a mért k., értékek tovabb emelkedtek, amikor a P;-t tartalmazdé

rendszer homérsékletét 25 °C-ra emeltilk. Mindennek ellenére barmely adott
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[Ca®]-ndl, és Pi-nél a k, értéke egyik vizsgilt fajban sem fiiggott a nyugalmi
rosthosszusagtol (SL).

Az SL-fiiggd Ca® érzékenyités molekuldris mechanizmusa még nem
tekinthetd tisztadzottnak, de valdszinlisithetd hogy a kovetkezd tényezoknek van
kiemelt szerepiik: 1) az SL megnyujtdsa, noveli az erdgenerdld keresztkotések
szamat, és 2) noveli a troponin C affinitdsdt a Ca®" irdnyaban. Az, hogy a két
mechanizmus koordindcidja hogyan torténik, és melyik folyamat milyen
mértékben befolydsolja az aktin-miozin ciklust, jelenleg nagyrészt még
ismeretlen. Elméleti megfontoldsok arra utalnak, hogy az erdgenerdlod
keresztkotések kooperativ erdsodése lassitand az aktin-miozin ciklussebességet,
mig a troponin C-hez kotott Ca®* novekedése gyorsitand ugyanezt a paramétert.
Eredményeink azt mutattdk, hogy adott [Ca®*] esetén a ki dllandé maradt az SL
valtozas hatasédra 1étrejott erondvekedés ellenére. Mds szavakkal fogalmazva
mindhdrom vizsgélt fajban a [Ca2+], a P; (human mintdk esetén a homérséklet)
valtoztatasa ellenére sem sikeriilt elkiiloniteni egymastol a két lehetséges
elméleti allapot (SL-fiiggd mdédon nem gyorsult és nem is lassult a k).
Elméletileg lehetséges, hogy a két folyamat (a kooperativ erék lassitanak, a Ca**
affinitds novekedése gyorsitand a k,-t) minden kisérleti koriilmény kozott
pontosan kiegyenliti egymadst (ezért nem valtozik). Osszességében ugyanakkor a
nagyszamu kisérleti feltételekbdl kiindulva, ez a lehetdség eléggé valdszeriitlen.
Sokkal val6sziniibb, hogy a [Ca*] (és nem a SL) a f6 meghatdrozéja emlds
szivekben a k;; értékének. Eredményeink is inkdbb azt az elképzelést timogatjak,
amely szerint a troponin C Ca”" affinitdsa nem szabalyozza kozvetleniil azokat a
keresztkotési 1épéseket, amelyek a k, szempontjabol meghatdrozdak. Adataink
é¢s eredményeink a vékony filamentum aktivicié hdrom-fazisi modelljét
tamogatjdk (dbra). Ezen modell szerint Ca®* jelenlétében SL-fiiggé moédon
kialakulhat a zart 4llapot (gyenge keresztkotések). Magasabb nyugalmi
rosthosszisag mellett kozelebb keriilnek egymdashoz a vékony és vastag

filamentumok és konstans sebesség mellett, novekszik a gyenge keresztkotések
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kialakuldsanak valészinlisége (azaz novekszik a Ca®* érzékenység). Az
erogeneraldsra (nyitott 4llapotba torténd atmenetre) az SL-nek nincs hatésa.
Eredményeink jol korreldlnak a harom-fazisu elméleti modellel, mivel az helyt
ad a kontraktilis erd SL fiiggd novekedésére a keresztkotési kinetika lathatod
valtoztatasa nélkiil.

Az alapvetd megfigyelésiink, hogy a k fliggetlen az SL-t6]l patkdny
szivekben mar részben leirdsra keriilt. Mi Kkiterjesztettiik ezt a megfigyelést
humadn, egér és sertés miokardiumra. Kisérleti eredményeink, miszerint a [P;], a
[Ca2+], a homérséklet és a faji adottsagok szabdlyozzak a ki értéket (mig az SL
valtoztatdsa nem), azt igazoljdk, hogy az aktin-miozin kinetikai véltozdsa nem

77 2 soo. .y 77 2+ » 2 e 2 2
el6feltétele a szivizomban a hossz-fiiggd Ca™ érzékenyitésének.

5.2. A miofibrillaris kontraktilis funkcié valtozasa az ido fiiggvényében
dilatativ kardiomiopatias allatmodellen (Tgoiq*44)

Eredményeink szerint a Tgoqg*44 transzgénikus d4llatokban a
miofilamentumok Ca®" érzékenységének novekedése (14. hénap) megeldzte a
maximdlis Ca”**-aktivélt eré csokkenését (F,), ami csak a 18. hénapban alakult
ki. A DCM kialakulésa sordn a 14. hénapban, a balra tolt pCa-erd 6sszefiiggésen
kiviil még nem lehetett egyéb, a kontraktilis funkciot jellemzo patoldgids eltérést
(valtozasok a ki és F, értékekben) észlelni. Tehat a miofilamentumok csokkent
kontraktilis funkcijat megelézte a Ca®* érzékenység fokozédasanak kialakuldsa,
amit eredményeink szerint elsOsorban a PKA aktivitds és a troponin I bazalis
foszforildcidjdnak a csokkenése okozott (csokkent B-adrenerg vdlasz). Az
egérmodellek eltér6 hemodinamikai miikddése, az eltéré miofibrillaris fehérje
Osszetétel, a miofibrillaris fehérjék eltérd bazdlis foszforilacidja és a kiillonbozo
receptor rendszerek részben eltérd szabalyozasa megnehezitik a modelliinkbol
szdrmazd konkliziok direkt adaptdldsat a humdan szivre. Ugyanakkor DCM-es

betegekbdl szdrmazé humdn miokardium mintdkon egyértelmilen igazolni
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lehetett a B-adrenerg rendszer csokkent milkodését (deszenzitizalodas é€s
downregul4cio).

A Tgag*44 modell tanulmanyozdsa kapcsan kordbban igazoltdk, hogy a
foszfolipaz CB koérosan novekedett aktivitdsa (é€s az ebbdl kovetkezd PKC
aktivacid) mar az allatok életének korai szakdban kimutathat6 (6. honap), joval
megeldzve a miofibrillaris fehérjék miikodésének patologids eltéréseit (14.
honap) vagy a DCM kialakuldsat (18. honap). Mindezekbdl a tényekbdl két
kovetkeztetés vonhat6 le: 1) nem a miofibrilldris fehérjék eltérd expresszidja
vagy hipofoszforildcigja inditotta el a DCM-hez vezetd patoldgids folyamatokat
(az eltérések valdszinlileg masodlagosak); 2) nem valdszinl, hogy egyediil a
foszfolipdz CB /PKC rendszer koérosan nodvekedett aktivitdsa inditotta el a
miofibrillaris funkcié csokkenéséhez vezetd patoldgids folyamatokat (tul nagy
az idokiilonbség a koros aktivacié megjelenése €s a miofibrilldris fehérjék
funkciéjanak kdrosoddsa kozott). A legvaldszinlibb magyardzat, hogy egyéb
intracelluldris  szignalizdciés rendszerek, receptorrendszerek (B3-adrenerg
rendszer) patologids mitkodése is tarsul a DCM megjelenéséhez.

A Tgoqg*44 modellben a patologids kontraktilis funkcidt, eredményeink
szerint valdszinlileg két — a miofibrillaris kompartmentet érinté — eltérés
okozhatta: 1) a lassi B-HCM megjelenése és 2) a miofibrillaris fehérjék
(troponin 1) defoszforildcidja. A B-MHC fokozott expresszidja elsdsorban az
aktin-miozin ciklus (k) csokkenéséhez vezet és befolydsolhatja a kialakult Ca**
aktivdlta maximaélis er6t (F,) is. A troponin I hipofoszforildcidja pedig a
miofilamentumok fokozott Ca** érzékenységét okozza. Ugyanakkor ezen fontos
miofibrillaris eltérések mellett nem lehet kizdrni egyéb tényezdk szerepét
(fotalis troponin C, pitvari konnyii ldnc megjelenése), de ezen miofibrilldris
proteinek expresszidjat részleteiben nem tanulmanyoztuk.

A miofibrillaris fehérjék bazdlis foszforilacios szintjét tobb protein kindz
és foszfatdz egyiittes miikodése szabdlyozza. Kézenfekvonek tlinik, hogy a

Tgoaq*44 modellben a PKC csaldd kronikusan novekedett aktivitdsa
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befolydsolhatta a miofibrillaris fehérjék bazalis foszforildcidjit. Ugyanakkor a
hasonld szubsztrit proteinek és a szignalizdcids rendszerek egymdsra hatdsa
(crosstalk) miatt nehéz kiilon-kiilon, izoldltan vizsgdlni az egyes PKC
izoenzimek relativ hozzdjaruldsiat a foszforilaciés valtozasokhoz. A Tgaq*44
allatmodell részletes tanulmdnyozdsa sordn kideriilt, hogy a PKC csaldd enzimei
koziil az id6 fiiggvényében csak a PKCa és a PKCJ izoenzim tipus expresszidja
emelkedett, a PKCB valtozatlan maradt, a PKCe pedig paradox médon csokkent.
Az irodalmi adatok szerint a miofibrillum PKCe enzimmel torténd
foszforildciéja nem (vagy alig) befolydsolta a miofilamentumok Ca®*
érzékenységét. A PKCa és a PKCO fokozott aktivitdsa pedig a miofibrillris
fehérjék hiperfoszforilaciéjahoz (és nem a bazalis foszforildcié csokkenéséhez)
vezet, ami csOkkenti a Ca** értékenységet.

Kordbbi vizsgdlatok alapjan igazoltdk, hogy a human DCM kialakulédsa
sordn csokken a troponin I PKA-fiiggd bazdlis foszforildcidja. Az eredmények
szerint a bi- €s monofoszforilalt troponin I foszfoproteinek jelenléte eltolddott a
defoszforildlt forma irdnydba. Tovabbd, szignifikdns korreldcidt észleltek a
defoszforilalt troponin I jelenléte és a miofibrillumok Ca** érzékenysége kozott.
Mindezen megfigyelések alapjan logikusnak tiint, hogy a B-adrenerg-PKA
rendszer aktivitdsdnak csokkenése hozzdjarulhat a Tgoq*44 4llatmodellben
észlelt miofibrilldris eltérésekhez (a Ca®* érzékenység novekedéséhez). A
permedbilis kardiomiocitdk katalitikus alegységgel torténo inkubdldsa, a kordbbi
irodalmi adatokkal megegyezden a 18 hénapos Tgaq*44 allatokbdl szdrmazd
kardiomiocitdkban is csokkentette a miofibrillumok Ca® érzékenységét és a
pCa-erd gorbe jobbra csuszott a kontroll allatok (FVB) gorbéjének iranyaba.
Mis szavakkal, a katalitikus alegység alkalmazdsa megsziintette a szignifikans
kiilonbséget a DCM-ben szenvedd 18 honapos Tgoq*44 €s a hasonld kort
kontroll (FVB) dllatcsoport kardiomiocitdinak Ca** érzékenysége kozott. Ezt a

megfigyelésiinket j6l kiegészitette az a tény, hogy a Tgaq*44 allatokban, idében
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egybeesett (18 honap) a morfoldgiai eltérések (DCM) kialakuldsa és a PKA
aktivitds, illetve a troponin I bazalis foszforilaci6janak csokkenése.

Mindezen tények alapjan valdszinilisithetd, hogy a Tgag*44 allatokban a
14 honaptol csokken a B-adrenerg-PKA rendszer aktivitisa (a humédn DCM
megfigyelésekhez hasonléan) és elsdsorban a PKA-fiiggd troponin [
hipofoszforilici6 okozza a miofilamentumok Ca®* érzékenységének a
novekedését. Hogyan csokkenhet a PKA rendszer aktivitasa egy alapjaiban PKC
stimuldlt DCM-es 4llatmodellben? Feltételezéseink szerint a PKC aktivicid
(elsésorban a PKCa), az éllatmodellben a 14. hoénapos kortdl fokozatosan
gatolja a B-adrenerg folyamatokat. A két intracellularis szignalizacids rendszer
(PKC és a PKA) antagonista médon gétolja egymadst és a Tgoq*44 4llatokban a
folyamatos PKC stimuldldas miatt a héttérbe keriilnek a PKA altal mediélt
intracellularis protein foszforilaciés folyamatok. Ugyanakkor a szignalizacids
rendszerek egymdsra hatdsdnak (crosstalk) a részleteit a Tgoaq*44
allatmodellben nem tanulmanyoztuk.

Lényegesen egyszeriibbnek tlinik a 18 hdénapos Tgaqg*44 allatok aktin-
miozin kinetikaban (k) bekovetkezett valtozasok értelmezése. Az aktin-miozin
ciklus sebességét elsdsorban az MHC izoenzimek Osszetétele szabélyozza és a
B-MHC felszaporoddsdval a keresztkotési kinetika lelassul. Kisérleteinkben
idében is egybeesett a k. értékek véltozdsa és az B-MHC expresszié novekedése.
A Frank-Starling-t6rvény (nyugalmi rosthossziisagtél fiiggé Ca®* érzékenyités) a
DCM kifejlédése sordn is mikodott. Ugyanakkor - hasonléan a normdl egér
szivekhez - az aktin-miozin ciklus sebessége (k) patolégias koriilmények kozott

(DCM) is fiiggetlennek bizonyult az SL értékétdl.

6. Osszefoglalas
A Frank-Starling-szabélyozassal kapcsolatos alapvetd megfigyelésiink,
hogy a ki, fiiggetlen az SL értékétol. Ez a megfigyelés igaznak bizonyult mind a

humén, mind az egér, mind a sertés miokardiumra. Kisérleti eredményeink
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szerint a k,, értéket alapvetden a [P;], a [Ca®*], a hdmérséklet, és a faji adottsagok
(MHC megoszldsa) szabalyozzdk, mig az SL valtoztatisidnak a k. értékére
mindezen valtozé koriilmények kozott nincs hatdsa. Ezek a tudoményos
megfigyelések azt igazoltdk, hogy, az aktin-miozin kinetikai (k) valtozasa -
semmilyen koriilmény kozott - nem eléfeltétele a szivizomban a Frank-Starling-

szabalyozasnak (az SL-fiiggé Ca®* érzékenyitésének).

Transzgénikus DCM egérmodellen (Tgoaq*44) igazoltuk, hogy a krénikus
PKC aktivéci6 ellenére, a miofibrillumokban bekovetkez6 patoldgids eltérések
(megnovekedett Ca® érzékenység és csokkent kontraktilitds) egyik fontos
kivalt6 tényezdje a csokkent PKA aktivitds. A Frank-Starling-torvény (nyugalmi
rosthosszisagtol fiiggd Ca™* érzékenyités), méréseink szerint a DCM kifejlédése
sordn is megtartott. Az aktin-miozin ciklus sebessége (k) patoldgids

koriilmények kozott (DCM) is fiiggetlennek bizonyult az SL értékétol.

A modellben észlelt biokémiai eltérések (csokkend B-adrenerg aktivicid)
a specidlis genetikus kivéltd tényezd ellenére (Goq tdlsilyban torténd

expresszdldsa) jol korreldlnak a humin megfigyelésekkel.

7. A tudomanyos eredmények hasznosithatésaga

1. A szivelégtelenség relativ gyakorisdga miatt sok embert érintd malignus
betegség (a betegség prevalencidja 1-2%). Ezért fontos kutatdsi feladat a
miokardium kontraktilitdsit befolydsol6 miofibrillaris ¢és intracelluldris
hatdsmechanizmusok tisztdzdsa, mert tovabbi adatokat nydjthat a betegség jobb

megértésére €s az Ujabb terdpids lehetdségek kialakitdsara.

2. Vizsgélatainknak kiilonleges jelentdségét az adta, hogy kisérleteinket részben

humén prepardtumokon (kardiomiocitdkon) végeztiikk. Igy az dltalunk észlelt
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mechanikai €és biokémiai eltérések direkt modon adaptdlhatok a humén

szivizomra is.

3. A szivizom kontraktilitdsdnak szabalyozdsa egy fontos élettani funkcié a
szivizom milkdodése szempontjdbol. Az élettani szabédlyozds pontos megértése
elengedhetetlen a patologids torténések kovetés€éhez. Tobbek kozott, ezen
szempontok miatt irt palydzatot (call for papers) az American Journal of
Physiology, amelyben a miokardium kontraktilitdsdnak szabdlyozdsa palydzati

cimsz6 alatt jelent meg kozleményiink.
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