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1. Bevezetés és Irodalmi Attekintés

1.1. Szivelégtelenség és szivizom-remodellacio

A szivelégtelenség egy komplex patofiziologiai folyamatok altal létrejové progressziv
klinikai szindroma, melynek 1ényege a sziv csokkent teljesitoképessége. A szivelégtelenség
rossz prognozisa €s riaszté méreteket 61t6 eldfordulasi gyakorisaga egyarant arra hivjak fel a
figyelmet, hogy siirgetd lenne 0j terapias lehetoségek keresése €s azok minél szélesebb korl
alkalmazdsa. Mind a nagy betegszamu, randomizalt, prospektiv klinikai vizsgalatok, mind a
betegség molekularis patofizioldgiai hatterének részletes feltarasat célzd alapkutatasok
kiemelten fontos szereppel birnak a betegség elleni kiizdelemben.

Kronikus szivelégtelenség soran a szivizomzatban koros remodellacio jon 1étre, melynek
okai részben a szivelégtelenséget kivaltd tényezdkben, részben pedig a neurohumoralis
kompenzaciés mechanizmusokra adott maladaptiv miokardialis valaszokban keresendék. A
szivizom-remodellacié molekularis hatterét jelent6s részben a szivizomsejtek kontraktilis
fehérjéinek és intracellularis Ca?*-haztartasat szabalyzd fehérjéinek megvaltozott
expresszidja, foszforilacios allapota, szerkezeti €és funkciondlis eltérései adjak.

A szivelégtelenségben kialakuld molekularis valtozasokrol az irodalomban eddig
Osszegylilt adatok tobb szempontbdl nyujtottak felvilagositast, ugyanakkor a mai napig
maradtak tisztdzatlan és ellentmondasos kérdések, példaul a kontraktilis fehérjerendszer
poszttranszlacidos modosuldsai kapcsan. Vizsgalataink sordn ezen kérdések egy részére

igyekeztlink megkeresni a valaszokat.

1.2. A szivelégtelenség definicidja és klinikai vonatkozasai
A szivelégtelenség egy komplex klinikai szindréma, melynek oka lehet barmely olyan
strukturalis vagy funkcionalis kardialis miikodészavar, amely a bal kamra (BK) szisztolés

¢és/vagy diasztolés funkcigjat karositja.



Napjainkban a szivelégtelenség a vezetd haldlokok kozott szerepel szerte a vilagon. A
betegség eldfordulasi gyakorisaga riasztd méreteket Olt az iparilag fejlett orszagokban. A
betegség prevalencidja atlagosan 0,4-2 % kozott van, €s szoros Osszefliggést mutat az
¢letkorral [1]. Az évente jelentkez 1) esetek szama (incidencia) a legtobb epidemiologiai adat
szerint atlagosan 1-5 eset/1000 f6 [2]. A szivelégtelenség kezelésében az elmult évtizedben
bekovetkezett jelent6s fejlodés ellenére a betegség mortalitdsa ma is igen magas, eléri, vagy
meg is haladja a malignus betegségekét [3].

Klinikai megkdzelitésbdl a szivelégtelenség a sziv csokkent teljesitOképességét jelenti,
amely alacsonyabb fizikai terhelhetdséggel, tipusos panaszokkal (nehézlégzés, fulladas,
gyengeség, szapora szivdobogas), késobb Kkis- és nagyvérkori pangassal és testszerte
jelentkezd 6déma felszaporodassal jar egyiitt. Eldrehaladott allapotban a sziv adaptacids
mechanizmusainak teljes kimeriiléséhez, végs6 soron halalhoz vezet.

A szivelégtelenségnek tobb kivaltd oka lehet. Leggyakrabban a koszorGérbetegség, a
magas vérnyomas, a szivbillentyli hibak, lezajlott szivinfarktus, a tartdsan magas pulzusszam
(pl. ritmuszavar esetén), vagy a kiilonb6z6 kardiomiopatidk vezetnek szivelégtelenséghez, de
az is eléfordulhat, hogy a betegség ismeretlen eredetii, nincs azonosithat6 etioldgiai tényezd
annak hatterében. A szivelégtelenséghez vezetd leggyakoribb okok mellett szamos egyéb
patologiai tényezd is hozzajarulhat a betegség kialakuldsdhoz, ilyenek példaul a diabétesz, a
tarolasi betegségek, korabbi infekcio, toxikus karosodasok, stb.

A kronikus szivelégtelenség soran az eldnytelen hemodinamikai paraméterek (pl. nyomas-
¢és/vagy volumenterhelés), a miokardiumban fennallo iszkémia (koszoruérsziikiilet esetén),
vagy a szivizomkarosodas és/vagy szivizomelhalds (kardiomiopatiak, miokardialis infarktus
esetén) a sziv koros atépiiléséhez vezetnek, amely romlo szivizomfunkcidval (szisztolés
és/vagy diasztolés diszfunkcid), valamint megvaltozott szivgeometriaval (koncentrikus,

illetve excentrikus hipertrofia, dilatalt sziviiregek, elvékonyodott kamrafalak) jellemezhetd.



Ennek kovetkeztében csokken az ejekcios frakcio €s a perctérfogat, melyre a neurohumoralis
rendszer fokozott aktivitassal reagal: a mellékvesékbdl kidramlo katekolaminok elsésorban a
szivre gyakorolt pozitiv ino- és kronotrép hatasokkal, a renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszer aktivalodasa pedig a fokozott vizvisszatartassal és az erekre gyakorolt
vazokonstrikcioval igyekszik a normalis vérnyomast és perctérfogatot fenntartani.

Napjainkban a hagyomanyos szivelégtelenség-terapia soran az életmddbeli valtoztatasokon
tal (s6-, valamint folyadékbevitel csokkentés, fokozott fizikai kimélet, testsulycsokkentés) a
legtobb  esetben  indokolt  bizonyos  gyogyszerek  alkalmazasa [vizhajtok,
angiotenzinkonvertalo-enzim gatlok (ACEi), B-receptor blokkold szerek], mar a betegség
korai stddiumaban is. A betegek egy részének a maximalis tolerdlt dozisra feltitralt
farmakologiai terdpia sem csokkenti panaszait, tiineteit, €letmindségiik és életkilatasuk
tovabbra is kedvezdétlen marad. A kronikus szivelégtelenségben szenvedd, hagyomanyos
gyogyszeres kezelésre nem reagald betegek esetében tijabban lehetéség nyilik az un. Ca®'-
érzékenyitd kezelés alkalmazasara. A Ca2+-érzékenyit6k a szivglikozidokkal és
katekolaminokkal ellentétben a szivizom teljesitményének fokozasat nem az intracellularis
Ca’*-koncentracio ([Ca?'])) novelésén keresztiil, hanem kozvetleniil a kontraktilis fehérjékre
hatva érik el. Ezen tulajdonsaguk csokkentheti a Ca”'-terhelésbdl ad6dé nem kivénatos
hatasokat, mivel a Ca2+-érzékenyit6 szerek a sziv kontraktilitadsat az oxigénfogyasztids emelése
¢s sulyos ritmuszavarok kivaltasa nélkiil fokozzak.

Tekintettel a szivelégtelenség magas morbiditasi és mortalitasi adataira, a betegség
molekuléris patofizioldgiai hatterének jobb megismerése kiemelt fontossagi. Ennek egyik
lehetséges modja olyan allatmodellek 1étrehozédsa, melyek nagymértékben utanozzak a human

patologiat, teret biztositva igy a potencidlisan Uj terapias probalkozasoknak.



1.3. A szivelégtelenség molekularis hattere

A kronikus szivelégtelenség kialakuldsa kapcsan Iétrejové miokardidlis remodelling
hatterében a szivizom fehérjék expresszidjaban ¢és poszttranszlaciés modosuldsaiban
bekovetkezd valtozasok allnak. Ezen fehérje modosulasok hatissal vannak a miokardium
struktarajara, valamint felelosek a sejtfunkciokban bekovetkezd zavarokért az intracelluléris
jelatviteltdl a szivizomsejt kontraktilitason at a sejtek metabolizmusaig. Ennek megfeleléen
szdmos kordbbi tanulmanyban felvetették, hogy a miofilamentdris fehérjék szerepet
kaphatnak a progressziv szivizomfunkcié-hanyatlasban [4-7]. Human szivelégtelenség
kapcsan pl. azt talaltak, hogy a csokkend hatékonysagot mutatdo B-adrenerg jelatvitel az
alacsonyabb proteinkinaz A (PKA)-medialt troponin I (Tnl) és miozin k&té C fehérje (MyBP-
C) foszforilacion keresztiil a szivizom megnovekedett Ca?*-érzékenységéhez vezet [8-13].
Tény azonban, hogy ezen Gsszefliggés nem volt egyOntetlien igazolhato a szivelégtelenség
valamennyi allatmodelljében [14-17]. Az ellentmondasok hatterében a human patologia
komplexitasa, a human szivizommintdkhoz valdé hozzaférés nehézségei, valamint a nagy- és
kisallat modellek jelatviteli utvonalai kozti lehetséges kiilonbségek egyarant allhatnak [18,
19]. Ezért a szivelégtelenség megfeleld allatmodelljeiben végzett megfigyelések kiemelt
fontossaggal ¢és direkt relevanciaval birhatnak a humén szivelégtelenség soran létrejovo

fehérje modosulasok tisztazasara nézve.

1.4. A szivizom kontraktilis filamentumai

A szivizom-0sszehuzodas a vastag és vékony filamentumok kolcsonhatasan alapszik. A
vastag filamentumok zdmében miozin nehéz lancokbdl, kisebb részben egyéb fehérjékbdl
(miozin konnyl lancok, MyBP-C) allnak. A két-két farki és feji régioval rendelkezd miozin
két, kb. 200 kDa molekulatomegii miozin nehéz lancbol (MHC), valamint négy kisebb

polipeptidbdl (miozin konnyl ldncok, MLC) épiil fel. A konnyi lancokkal kapcsolatban 4llo



nehéz lancok harom kiilonb6z6 izomiozint alkothatnak. A V1 jelli homodimer két a-MHC-t, a
V3 jelt két B-MHC-t, mig a V; heterodimer, egy molekula a-MHC-t és egy molekula -
MHC-t tartalmaz. In vitro korilmények kozott a Vi jelti izomiozin rendelkezik a
legmagasabb, a V3 jelti a legalacsonyabb ATPaz aktivitassal. A V; jeli izomiozin ATPaz
aktivitasa a Vi és V3 homodimeré kozott helyezkedik el. Elettani koriilmények kozott a
huméan kamrai miokardiumban tobbnyire B-MHC taldlhato. Kisebb emldésokben, (pl.
egerekben) viszont nagyrészt o-MHC fordul el6. A MLC-k révén tovabbi kombinacidk
johetnek 1étre. Az MLC1-nek, az un. esszencialis miozin konnyt lancnak két formaja 1étezik:
a pitvari (ALC1) és a kamrai (VLC1). A regulatorikus miozin konnyt lancnak (MLC2) harom
formaja ismert: ezek koziil egy a pitvari izomzatra specifikus (ALC2), kett6 pedig a kamraira
(VLC2 és VLC2*). A regulatorikus konnyii miozin lanc (MLC2) egyarant foszforilalhato a
Ca?*-kalmodulin-dependens kinaz (CAMK), valamint a proteinkinaz C (PKC) altal is.

A vékony filamentumot felépitd legfontosabb fehérje az aktin. Az aktin monomerek 43-48
kDa molekulatomegli globularis fehérjék (G-aktin), melyek polimerizacidval alakitjak ki az
aktin filamentumot. Két polimerizalt aktin filamentum egymas koré csavarodasaval alakul ki
a kettds hélix struktura, amely a vékony filamentumok vazat képezi. A tropomiozin szintén
két a-helikalis polipeptid ldnc egymas koré tekeredésével alakul ki. A vég a véghez
kapcsolddo tropomiozin dimerek formalta palca-szerl lancolat kiviilrél az aktin kettds hélixre
fonodik. Ez a kapcsolat egyrészt stabilizalja, merevebbé teszi az aktint, masrészt takarja az
aktin monomerek miozinkotd helyeit. Klasszikus elképzelés szerint a tropomiozin
alapallapotaban tehat nem kovetkezhet be az aktin-miozin interakcid, mivel ahhoz a
troponinok Ca®*-kotott allapota is sziikséges. A vékony filamentum minden hetedik globularis
aktin monomeréhez egy-egy troponin komplex kapcsolédik. A troponin komplex harom
kiilonbozé funkcidval rendelkezd alegységbdl épiil fel. A troponin C (TnC) a Ca**-kotd

alegység, a troponin T (TnT) a tropomiozint koté fehérje, végiil a troponin I (Tnl) az aktin-



miozin kereszthid kialakulasat gatld struktira. A vékony filamentumokhoz kapcsolédd TnC

molekula (a troponin komplex tropomiozin molekulakkal kialakitott térbeli konformacios

kapcsolata révén) az aktin és miozin kolcsOnhatasat Caz+-ﬁigg6 modon befolyasolja. A

szivizom kontraktilis filamentumai koziil tehat a TnC rendelkezik azzal a Ca2+-afﬁnitéssal,

mely ezt a fehérjét a kontraktilis apparatus Ca**-szenzorava teszi. A miofibrillaris fehérjék

szisztole és disztole alatti konformacid valtozasat az 1. abra szemlélteti.

A

vékony filamentum

\

ae

" /tropomlozm

révidulés,
erégeneralas

1. dbra. A kontraktilis
fehérjerendszer konformdcidjanak
valtozdsa a szivizom dsszehuzoddsa
sordn. A vékony filamentumot
aktin, tropomiozin ¢és a harom
alegységbdl (TnT, TnC, Tnl) allo
troponin  komplex alkotjak. A
vastag filamentum miozin
fehérjébél és miozin kotd C
fehérjéb6l (MyBP-C) épiil fel. A
miozin fehérje miozin nehéz
lancb6l (MHC), esszencialis miozin
koénnyti lancbél (MLC1), valamint
regulatorikus  miozin  konnyd
lancbol (MLC2) all, és 3 régiora
tagolhato: fejrégio (S1), nyakrégio
és farok (S2). Két MHC alkot egy
funkcionalis egységet, ahol a
farokrégid egy kettds spiralba
talalhato az ATP-t hidrolizalo
domén, valamint az aktin kotohely.

A  miozin konnyli lancok a

nyakrégional kapcsolodnak az MHC-hez, pontos funkciojuk még csak részben tisztazott. A) A disztole alatt a

tropomiozin gatolja az aktin és a miozin kozotti kereszthidak 1étrejottét. B) A szisztole soran Ca®* kotédik a

TnC-hez, ami konformacios atrendez6dést indukal a troponin-tropomiozin komplexben. A tropomiozin

elmozdulasa révén az aktin fehérjén elérhetévé valik a miozin kotdhely, és létrejon a kereszthid képzddés. Ez

er6generalashoz és szarkomer rovidiiléshez vezet. (de Tombe, J Biomech 2003;36:721-730 alapjan modositva)



A szivizomsejtek Osszehuzddasa és relaxacidja soran fontos szerepet tulajdonitanak a
szarkomer elaszticitasaért nagymértékben felelds oriasfehérjének, a titinnek is. A titin egy kb.
3200 kDa molekulasulyu, kétiranyt molekularis rugdként funkcionald fehérje, ami az egész
szarkomert atfedi. A szarkomereket elvalasztdo Z-vonalakbol indul ki, az aktin filamentummal
tobb helyen is interakciokat képez, majd a vastag filamentumhoz kapcsolodik, és azzal
parhuzamosan fut le. Két izoforméja ismert, a merevebb N2B, valamint az elasztikusabb
N2BA izoforma. Ismert, hogy a megnovekedett szivizomsejt fesziilés hatterében a titin
molekula megvaltozott izoforma expresszidja és/vagy foszforilacios allapota allhat. A
merevebb, N2B titin izoforma PKA-fiiggdé hipofoszforilacidja a szivizomsejtek magas
nyugalmi fesziilését idézi eld, ami részlegesen korrigalhato in vitro PKA kezeléssel. A titin
fehérje "N2B unique sequence” nevii doménjének proteinkinaz G-medialt foszforilacioja
szintén csOkkenti az izolalt szivizomsejtek passziv fesziilését, mig a titin molekula PEVK
szegmensének [prolin (P), glutamat (E), valin (V) és lizin (K) aminosavakban gazdag tertilet]

PKCa-medialt foszforilacioja forditott hatast a passziv fesziilésre nézve.

1.5. A kontraktilis eré6 Ca®*-fiiggése

A sziv miofibrillaris struktarai altal generalt erd Ca2+-ﬁiggését intakt szivizomzaton nehéz
meghatérozni, mert a mioplazmatikus Ca®'-koncentracio ([Ca*']) a szivciklus alatt
folyamatosan ¢és igen gyorsan valtozik. Ez a tény ¢és az [Ca2+]i pontos mérésének technikai
nehézségei nagymértékben gatoljak, hogy a szivciklus alatti pillanatnyi [Ca®] és a
kontraktilis valasz kozotti kapcsolatot megbizhatoan jellemezziik. A kontraktilis eré [Ca?']-
fliggésének tanulmanyozasara egyszeriibb rendszerekre van sziikség. A mérésekhez
leggyakrabban sejtmembranjuktél megfosztott, Un. ,,nyGzott” (mas néven ,skinned”)
preparatumokat alkalmaznak. Az ilyen preparatumok mioplazmatikus terében a szabad [Caz+]
szabalyozhato, a generalt erd pedig kontrollalt szarkomerhosszak mellett egyidejiileg mérhetd.

Amennyiben az erdéértékeket a [Ca®*] fliggvényben abrazoljuk, ugy jellegzetes szigmoid

9



lefutast gorbét kapunk (Ca**-eré dsszefiiggés, 2. abra). A [Ca®'] kifejezésére rendszerint a
molaris érték 10-es alapti logaritmusanak —1-szeresét alkalmazzdk (pCa), igy pCa-erd
Osszefliggésrdl is beszélhetiink. A szigmoid lefutdsi gorbe az un. Hill-egyenlettel ([1]
egyenlet) illeszthet, mely a kontraktilis rendszer altal generalt erd Ca®'-fiiggésének
legfontosabb mennyiségi jellemzoit tartalmazza. A "félmaximalis" erd eléréséhez sziikséges
[Ca?*], a [Caso] (Vagy pCaso), @ kontraktilis apparatus Ca®* iranti érzékenységét Snmagaban
jellemz6 paraméter. Ertéke nagymértékben fiigg a TnC fehérje Ca?* iranti affinitasatol.

A [Caso] csokkenése (mely értelemszeriien a pCasp novekedésével jar egyiitt) a Ca® -erb
Osszefiiggés balra tolodasaval (Ca2+-érzékenység fokozddas, pl. a szarkomerhossz ndvelése
vagy Ca2+-érzékenyit6 szerek alkalmazéasa esetén) jar egyiitt, a [Caso] ndvekedése (pCasp
csOkkenése) ezzel ellentétes hatasu (Ca2+-érzékenység csokkenés, pl. B-adrenerg inger
hatasara). A Hill-koefficiens (nHill) a szigmoid gérbe meredekségére, és egyuttal a
kontraktilis rendszeren beliili kooperativitds mértékére jellemzé paraméter. A Kkontraktilis
filamentumok kooperativ interakcidja szdmos, a vékony és vastag filamentumok kozott
1étrejovo bonyolult intermolekuldris kapcsolat kovetkezménye. Lényeges Osszefliggés volt
annak a felismerése, hogy az aktin-miozin rendszeren beliil uralkod6 kooperativitas a vékony

crer

filamentumok Ca?*-szenzor funkciéjat is befolyasolja [20].
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2. dbra. A Ca*-eré girbe és a szivizom kontrakcié ésszefiiggései. A Ca**-erd Osszefiiggés lehetséges
valtozasainak (A) hatasait a szivizom Osszehtizodéasa soran generalt kontrakcios erére (B) nézve egyszerisitett
sémdban tiintettiik fel. Kisérleti koriilmények kozott a szivizomsejtek altal generalt eré a [Ca®"] emelkedésével
egyiitt n egy maximum eléréséig (maximalis Ca®*-aktivalta erd, Fo). A [Ca?"] és az erd kozott szigmoid
osszefliggés all fenn, mely a Ca®*-fiiggd kontraktilis valasz kooperativ jellegére utal. A "félmaximalis" erd
eléréséhez szitkséges [Ca®"] a [Caso] (vagy pCasy), mely a kontraktilis filamentumok Ca’®*-érzékenységét
Oonmagaban jellemzé paraméter. In vivo a sziv szisztolés kontrakcidja és diasztolés relaxacioja a kontraktilis
apparatus szubmaximalis Ca®*-szaturdcijanak fiiggvénye (felsé panel). A maximalis Ca’’-aktivalta erd
csokkenése valtozatlan Ca**-tranziens mellett (pl. az aktin-miozin kereszthidak szamanak csokkenése
kovetkeztében) a szisztolés kontrakcids erd csokkenéséhez vezet (kozépsé panel). A Ca’*-eré gorbe balra
tolodasa (fokozott Ca®*-érzékenység, sziirke gdrbe és nyil, alsé panel) noveli a szisztolés erbgeneralst,

ugyanakkor késlelteti a diasztolés relaxaciot.
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1.6. p-adrenerg szignalizacio és szivizomsejt kontraktilitas

A szivizomsejtek kontraktilitdsanak fokozodasa a [-adrenerg stimuldcid szimpatikus
idegrendszeri aktivacidjan keresztiil valosulhat meg. A PB-adrenerg receptorok aktivacidja
szamos membran- és intracellularis fehérje PKA-medialt foszforilacidjahoz vezet (pl. L-
tipusu Ca**-csatorna, rianodin receptor, foszfolamban). Ezen fehérjék foszforilacidja a
citoszOlikus [Ca®"] fokozodasat, valamint a szarkoplazmatikus retikulum Ca®*-ATPaz
(SERCA2) megnovekedett aktivitasat eredményezi, amely fokozott szarkoplazmatikus Ca®*
felvételhez vezet. A nagyobb szisztolés citoszolikus [Ca2+] ¢s szarkoplazmatikus Ca®*-
toltottség a szivizomsejtek kontraktilis erejének fokozodasat idézik elé [21]. A B-adrenerg
rendszer aktivalédasa a miofilamentumok szintjén is szédmos fehérje foszforilaciojat
eredményezi, ami a szivizomsejtek kontraktilitdsat meghatarozo6 kiilonb6zé miofilamentaris

r < r1: Pt r1r r 7 2+ 1./ e ’ w17 SR
paramétereket (maximalis erdgenerdld képesség, Ca“ -érzékenység, passziv fesziilés) érintd

crer

rrrrrrrr

eredményezi (pozitiv luzitropia) [23-26]. Tovabba a MyBP-C foszforilacidjarol feltételezik,
hogy noveli a szisztole alatti erégeneralodas sebességét is [27]. Szamos tanulmany szamolt be
a szivizomsejtek elasztikus tulajdonsagait meghatarozd szarkomerikus oridsfehérje, a titin
molekula PKA-medialt foszforilacidjanak a szivizomsejtek passziv fesziilésében betoltott
szabalyoz6 szerepérdl is [28-30].

A fent részletezett szimpatikus idegrendszeri aktivaciéval szemben a paraszimpatikus
aktivacio ellentétes hatdst, azaz a Ca’’-homeosztazist és a kontraktilis erbt szabalyozo
fehérjék PKA-medialt hipofoszforilaciojahoz, kovetkezményesen negativ trophatasokhoz
vezet. Hasonldan a foszfodiészteraz enzim is, amely a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP)

adenozin-monofoszfatta (AMP) torténd bontasan keresztiil csokkenti a PKA-medialt fehérje
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foszforilacid pozitiv trophatasait. Ertelemszeriien a foszfodiészteraz-gatldo szerek ezzel

ellentétes, azaz pozitiv ino- €s luzitrop hatasokkal birnak.

1.7. A csokkent B-adrenerg szignalizacié hatasai a szivelégtelen human szivben

Az egészséges human szivizomban szigora egyensulyban allnak azon kinazok és foszfatazok,
melyek a szivizomsejtek kontraktilitdsdban szerepet jatsz6 reguldtor fehérjék
foszforilaciojaért felelnek. Igy az egészséges szivben a fokozott B-adrenerg stimuldcidra
bekovetkezd kontraktilis eréd fokozodas, Ca2+-érzékenység csokkenés, és az ezekbdl adodo
pozitiv inotrop ¢és luzitrop valaszok elényds hatdsokkal birnak a sziv teljesitoképességére
nézve. Szivelégtelenség soran a fokozott neurohumoralis stimulacido kompenzalni igyekszik a
sziv csokkent pumpafunkcidjat. Bar ez a folyamat a szivizom kontrakcidos erejének
fenntartasat célozza, végso soron hatranyosan érinti a szivizomzatot, mivel az egyes kindzok
¢és foszfatdzok kozotti egyensuly felboruldsahoz, koéros szivizom atépiiléshez, valamint a
szabalyz6 fehérjék olyan foszforilaciés véltozasaihoz vezet, amelyek karositjdk a
szivizomsejtek funkcioit. Igy a kronikus szivelégtelenség soran létrejovo fokozott
neurohumordalis stimuléci6 kovetkeztében a B-adrenerg jelatviteli Gtvonal deszenzitizalodik,
ezzel limitdlva a sziv valaszadd képességét a fokozott terhelésre. A deszenzitizacid a
nyilvanul meg, ami a Ca**-homeosztazisban résztvevs-, valamint a miofilamentaris fehérjék
csokkent PKA-medialt foszforilacidjat eredményezi [31, 32]. Ezen csokkent PKA-medialt
foszforilaci6 a Ca®'-tranziens besziikiiléséhez, a miofilamentumok fokozott Ca?'-
érzékenységéhez, valamint a szivizomsejtek megnovekedett passziv fesziiléséhez vezet. Bar
mind a nagyobb passziv fesziilés, mind a fokozott Ca®*-érzékenység limitalja a szivizom
relaxaciojat, utobbi a szivizomsejtek erdgenerald képességét elméletileg novelhetné, ezéltal
fokozva a szivizom kontraktilitasat. Ugyanakkor, a szivelégtelen szivizomsejtekben
bekdvetkezd szisztolés [Ca®']i szintek csokkenése, valamint a diasztolés [Ca*']; szintek
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emelkedése alapjan azt feltételezhetjilk, hogy a remodellacion atesett szivizomban a

miofilamentaris diszfunkcié tovabb rontja, mintsem hogy javitana a sziv teljesitOképességét

[33].

1.8. Megvaltozott -adrenerg valaszok a szivelégtelenség kis- és nagyallat modelljeiben

A szivelégtelenség allatmodelljeiben kozelmultban végzett tanulményok a humén
szivelégtelenségben megfigyeltekhez hasonldéan a szivizomsejtek olyan valtozésairdl
szamolnak be, amely a miofilamentumok erdgeneralasi képességét, Ca2+-érzékenységét,
valamint a szivizomsejtek passziv fesziilését érintik. Ezen eltérések nagyrészt a kontraktilis
fehérjék megvaltozott foszforilaciojabol adodnak, melyet a szivizomsejteken beliili
neurohumoralis eltérések okozta kinaz-foszfataz egyenstly felborulasa idéz el6 [34]. A
kiilonboz6 allatmodellekbdl nyert, egyedi szivizomsejteken végzett erdmérések szamos
mechanikai eltérés kialakulasat igazoltak. Sajnos a szivelégtelenségre specifikus jellemzdket
olykor elfedhetik a specieszek-, vagy az egyes modellek kozotti kiilonbségek, ezért az igy
kapott eredményeket kelld koriiltekintéssel sziikséges értelmezni [35]. Mindazonaltal a
szivelégtelen allatmodellek vizsgalati eredményeibdl levont kovetkeztetések szamos
tanulmany esetén hasonlonak adodtak.

A fentiek alapjan azt feltételezik, hogy a szivizomsejtek legalabb harom kiilonbdz6
paraméterében kovetkeznek be koordindlt valtozasok a szivelégtelenség soran. Eldszor is
szamos kiilonboz8 szivelégtelen allatmodellben is leirtak a miofilamentumok fokozott Ca?*-
érzékenységét a human szivelégtelenségben megfigyeltekhez hasonldan [36-38]. Egy poszt-
infarktusos sertés modellben az infarktusos teriiletekrél nyert szivizomsejteken végzett
mérések 3 héttel az artéria circumflexa ligaciojat kovetden fokozott Ca2+-érzékenységet
igazoltak, melyet a sejtek in vitro PKA oldatban torténé inkubalasa normalizalt. Ez
Osszhangban allt az allatokban in vivo kialakulo, feltételezett B-adrenerg down-regulacioval,
melynek kovetkeztében az allatok szivének terhelésre mutatott valaszadod képessége csokkent
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volt (terhelés soran az emelkedd noradrenalin szintek mellett alacsonyabb szivfrekvencia-,
valamint perctérfogat fokozodast figyeltek meg kontrollokhoz képest), valamint az
infarktusos teriiletekrél nyert szivizom homogenizatumokban alacsonyabb cAMP és PKA
szinteket mértek in vitro [39]. Ellentétben a fenti szivelégtelen nagyallat modellel, a
patkanyokban kronikus nyomasterheléssel (aorta lekotés), valamint miokardialis infarktus
eldidézésével (koronaria artéria ligacid) kivaltott szivelégtelenség soran a kontroll allatokhoz
képest csokkent Ca®*-érzékenységet, tovabba nagyobb Tnl foszforilacids szinteket talaltak.
Ezen eltéréseket a fokozott PKCa aktivitassal és szignalizacioval magyaraztak [15, 16].

A szivelégtelenség soran megfigyelt masik kontraktilis paraméterben bekdvetkezd
valtozast a szivizomsejtek erdgenerdlo képessége kapcsan irtak le. A maximalis Ca®*-aktivalta
erét (Fo) szignifikansan alacsonyabbnak talaltdk nemcsak a szivelégtelenség fenti poszt-
iszkémias sertés és patkany modelljeiben, de hasonld egér modellbdl nyert, remodellacion
atesett szivizomsejtekben is kontrollokhoz képest [15, 39, 40]. Ugyancsak a maximalis Ca’*-
aktivalta erd csokkenését figyelték meg végstadiumu szivelégtelenségbe progredialo
allatoknal egy szivelégtelen transzgenikus egérmodellben is, mely a PKC utvonal egyik
szignalizacios molekulajat, a Goaq fehérjét overexpresszalta [37].

A szivelégtelen 4allatmodellek vizsgélataibol szadrmazd eredmények egy harmadik
paraméter valtozasara is felhivjak a figyelmet: a szivizomsejtek passziv fesziilésében (Fpqss:i)
megfigyelt valtozasokat szintén relevansnak gondoljak a szivizomban létrej6vé mechanikai
diszfunkcio kialakulasa kapcsan. Jollehet, a poszt-iszkémids egér-, valamint sertés modellben
a Fpasszi nem kiilonbozott jelentés mértékben a szivelégtelen és kontroll szivek kozott [39,

40].
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1.9. Az elektromos ingerléssel Kkivaltott szivelégtelenségben megfigyelt regionalis

kiilonbségek

A szivelégtelenség egyik bevalt nagyallat modelljét a sziv folyamatos, a spontdn
szivfrekvencia harom-négyszeresével torténd elektromos ingerlésével hozzak Iétre
legtobbszor kutyakban, sertésekben, birkdkban és majmokban [41, 42]. Ezen modellre
jellemzoéek a funkcionalis és molekularis remodellaciéban fellelhetd regionalis kiilonbségek.
Az elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség kutya modelljében példaul regionalis
kiilonbségeket észleltek az akcids potencidl meghosszabboddsdnak, valamint a Ca®*-
homeosztazis zavarainak mértékében [43]. Tovabba, ezen szivek reszinkronizacios terapiaja is
eltér6 valaszokhoz vezetett [44]. A szivelégtelenség egyik sertés modelljében a tartds
elektromos ingerlés indukalta bal kamrai (BK) aszinkronia nagyobb mértékben csdkkentette a
BK szisztolés falvastagoddst ¢és cirkumferencidlis rovidiilést az anterior/anterolaterdlis
(kozvetleniil ingerelt), mint az inferoszeptalis régioban (kozvetleniil nem ingerelt ellenoldal)
(~7% vs. ~31% és ~-5% vs. ~-7% az ingerelt és ellenoldali teriileteken). Ezen valtozasok a
minden régidban egységesen bekovetkezd magasabb gliikoz felvételtdl fliggetleniil jottek
létre. Ugyanakkor ezek az eltérések jol korrelaltak a natriuretikus peptidek aszimmetrikus
miokardialis  expressziojaval [45]. Kutasaim soran ugyanezen modellb6l nyert
szivizommintakon végzett kisérletekkel azt kivantam tisztazni, hogy a fent részletezett in vivo
regionalis kontraktilis diszfunkci6 hatterében felismerhetéek-e a miofibrillaris fehérjék PKA-

dependens foszforilaciojanak valtozasai.

1.10. A Ca**-érzékenyiték szerepe szivelégtelenségben

A vékony filamentumokat alkotd troponin komplex kozponti szerepet tolt be a sziv
kontraktilis folyamatainak szabalyozdsdban. A troponin komplex egyik alegysége, a TnC

molekula a miofibrillaris rendszer Ca**-kété fehérjéjeként szolgal. Ca**-szenzor funkcidjanak
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koszonhetden molekularis kapcsoloként funkciondl, amely a sziv szisztolés €és diasztolés
fazisai alatt az intracellularis [Ca2+] fliggvényében be- és kikapcsolja a kontraktilis apparatus
erdgeneral6 funkciojat.

A kronikus szivelégtelenségben hasznalt Ca2+-érzékenyit6k olyan kardiotonias hatéssal
bir6 agensek, melyek pozitiv inotrop hatdsaikat a szivizom excitacids-kontrakcios
kapcsolasanak befolyasolasaval érik el. Ezen anyagok miofilamentaris szinten a TnC
fehérjével 1étrejovd interakcion, a vékony filamentumok reguldtor helyein, és/vagy a
keresztkotési kinetika direkt szabalyozasan keresztiil javitjak a kontraktilis apparatus Ca®*-ra
adott valaszat [46]. Hatasmechanizmusuk eredményeként a pozitiv inotropia valtozatlan
intracellularis [Ca2+] mellett jon létre, ami csokkenti a Ca®*-tulterhelésbdl  adodo
ritmuszavarok eléfordulasanak lehet6ségét [47].

A szamos Ca2+-érzékenyit6 vegylilet koziil az egyik legrégebb ota kutatott molekula a
levosimendan, amely pozitiv inotrop hatdsa mellett egyéb, a sziv- és érrendszerre gyakorolt
jotékony hatéssal is bir (vazodilatacid, kardioprotekcid, foszfodiészteraz-gatld), melyeket
részben aktiv metabolitja (OR-1896) révén fejt ki. A szer a TnC fehérjéhez torténd Ca®'-
kétddés modulalasaval, 1ényegében a fehérje Ca?*-kotodtt allapotanak stabilizalasaval fejti ki
Ca’*-szenzitizalo hatasat, a szivizomsejtek maximalis Ca®*-aktivalta erejének befolyasolasa
nélkiil. A levosimendan sziv és érrendszerre gyakorolt Uin. inodilatator hatasanak molekularis
hatterében egyrészt a szer miofilamentaris TnC fehérjével kialakuld direkt interakcidja,
masrészt a vaszkularis simaizomsejtek szarkolemmajaban talalhato ATP-szenzitiv K*
csatorndk aktivalasa all. Mind a levosimendan, mind annak aktiv metabolitja gitloszerei a
foszfodiészteraz enzim 3-as izoformajanak, ami felveti a fokozott cAMP szignalizaci6 és a
pozitiv ino- és luzitrop hatasok kozotti lehetséges Gsszefliggéseket [48].

Erdekes megfigyelés, hogy kozvetlen miofilamentaris hatasok olyan vegyiiletek esetén is

kialakulhatnak, melyek fejlesztésénél ezzel a tényezdvel kozvetlenlil nem szamoltak. A
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szubsztitualt indol osztalyba sorolt fantofaron-szarmazék, az SR33805 ([[N-[dimetoxi-3,4-
fenetil]-N-metil-amino-propoxil]-4-benzénszulfonil]-2-izopropil-3-metil-1-indol) (3. abra) pl.
egy potens Ca®*-csatorna blokkolo, amely feltehetden a szivizom miofilamentumainak Ca*-
érzékenységét is fokozza. Egy korabbi tanulményban ugyanis bemutattak, hogy az SR33805
ugyan csOkkentette a Ca* -tranziens amplitadojat, de mégis képes volt novelni egészséges
patkanyok intakt kamrai szivizomsejtjeinek rovidiilését [49]. Feltételezhet6, hogy az SR33805
Ca2+-antagonista hatasat elsédlegesen az L-tipust Ca?*-csatorndkhoz kétédve fejti ki [50].
Egyes irodalmi adatok szerint dozisfiiggd modon képes gatolni azt. Korabbi kisérletekben a
szer I1Cso értéke (a "félmaximalis" gatlas eléréséhez sziikséges koncentracio) 24 nM-nak
adodott [49]. Meglepd volt azonban, hogy az SR33805 a potens Ca?*-antagonizmus ellenére
viszonylag elenyészé negativ inotrop effektussal birt. Ezt egy korabbi tanulmanyban
igazoltdk, melyben nyul szivizom elektromos stimulacidval kivaltott kontrakcioit vizsgaltak
[51]. Az SR33805 kis koncentracioban alkalmazva egészséges patkany szivizomsejtekben
novelte a kontraktilis erét, valamint csokkentette a sejtrovidiilés idOtartamat a Ca®*-tranziens
jelentdsebb befolyasolasa nélkiil. A szer nagyobb koncentraciokban torténd alkalmazasanal
egyértelmil Ca2+-érzékenyit6 hatast figyeltek meg, mely foként nagyobb szarkomerhosszaknal
volt nyilvanval6 [49].

A korabbi preklinikai vizsgéalatok alapjan nem vildgos, hogy az SR33805 Ca2+-érzékenyit6
hatasa megfigyelhetd-e szivelégtelen miokardiumban torténd alkalmazaskor. Tovabba az sem
eldontott, hogy az SR33805 Ca2+-érzékenyit6 hatdsa Osszefiiggésbe hozhato-e a szivizom

kontraktilitasat szabalyz6 fehérjék foszforilacids allapotaban bekovetkezd valtozasokkal.
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3. dbra. A fantofaron-szdrmazék SR33805 vegyiilet kémiai szerkezeti képlete. ([[N-[dimetoxi-3,4-fenetil]-N-

metil-amino-propoxil]-4-benzénszulfonil]-2-izopropil-3-metil-1-indol).
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2. Ceélkituzések

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

érzékenységének ezzel 6sszefiiggd valtozasait.

2. Poszt-infarktusos patkdny modellben tesztelni kivantam - a korosan atépiilt
szivizmon még nem vizsgalt - Ca?*-csatorna blokkolo6 SR33805 lehetséges Ca’*-

érzékenyitd hatasait.
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3. Anyagok és Médszerek

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

10 db him, feln6étt minidisznét (suly: 35-40 kg) 3 hetes idGtartamra pacemaker-elektrodaval,
valamint hemodinamikai mérésekre alkalmas miiszerekkel szereltek fel az olaszorszagi Pisa
kollaboracios partnerlaboratoriumaban. Az elektrodakat transztorakalis feltarasbol a BK
anterior falanak epicardialis felszinén rogzitették. Az ingerlési teriilet pontos helyét MRI-vel
vezérelten keresték fel. Az elektrodakat ezutan egy olyan, utdlag modositott Medtronic
Prevail tipusii pacemaker generatorhoz csatlakoztattdk, amely folyamatosan képes volt a
tartd, 180/min frekvencidval torténd elektromos ingerlésével idéztek eld 2,5 V-o0s
jelamplitado, valamint 0,5 msec-os jelszélesség mellett. A szivelégtelenség (HF) indukcidja
akkor volt eredményes, ha a BK végdiasztolés nyomas meghaladta a 20 Hgmm-t, valamint az
ejekcids frakcio kisebb volt, mint 40%. Kontrollokként sham-operalt, egészséges allatok
szolgaltak, melyeket szintén elektrodaval lattak el, azonban a pacemaker-iiket nem aktivaltak,
igy az allatok szive nem volt ingerelve. 10-12 nappal a miitétet kovetden csak azon allatokat
vontak be a kisérletekbe, amelyeknél nem voltak gyulladasra, infekcidra, torakalis
OsszenOvésekre vagy fibrozisra utald jelek és tiinetek. Az allatokban in vivo hemodinamikai
méréseket, MRI ¢és PET vizsgalatokat végeztek, amelyekkel meghataroztdk a BK
nyomasokat, térfogatokat, atmérdket, a globalis BK funkciot, a korondridk vérataramlasat,
regionalis falmozgaszavart igazoltak az ingerelt teriileteken. Az allatokban in vivo mért
funkcionalis €s strukturalis paramétereket az 1. tablazat tartalmazza. Az "n" értékek némelyik

paraméternél kiilonboznek, mivel el6fordult, hogy a sertésekben létrehozott stlyos foku
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szivelégtelenség, valamint a pacemaker MRI képalkotas soran torténé Ki- és bekapcsolasa
fatalis aritmidkat és az allatok elhullasat eredményezte, még mielétt a hemodinamikai
mérések megtorténhettek volna [52]. Az in vivo méréseket kovetden az allatok szivét
eltavolitottdk, és alacsony hémérsékleten kisebb darabokra vagtak, majd az elkiilonitett
teriiletekbdl szarmazo mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottdk. A BK anterolateralis
(ingerelt), valamint az inferoszeptalis régiot (ellenoldal) kiilonvalasztottak (egyszerlsités
végett a kontroll allatoknal is ingerelt, illetve ellenoldali teriiletként utalunk az adott szivizom
régidkra, jollehet, ezen allatok szivét egyaltalan nem ingerelték). A szivizommintakon végzett
in vitro vizsgalatok a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DEOEC)
Kardiologiai Intézet Klinikai Fiziologiai Tanszékén valosultak meg, a citometriai vizsgalatok
a DEOEC Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetében torténtek. A szivizommintak laboratériumok
kozti szallitdsa szdrazjégen tortént. Az allatokat az olasz nemzeti irdnyelvek szerint gondoztak

(No. DLGS 27/01/1992, no. 116).

n Kontroll HF

Szivfrekvencia (BPM) 13 88,16 £4,6 115,66 + 7,6*
CBF (ml/perc) 9 24,9+ 3,07 20,23 + 4,43
Artérias kozépnyomas (Hgmm) 13 105,3+7,2 80,3 +7,2*

LVEDP (Hgmm) 11 6,4 + 1,06 20,37 + 3,05*
LVSP (Hgmm) 11 123,3+ 12,43 96,2 + 7,9*

LV dP/dt,ax (Hgmm/sec) 11 2223,3 +£246,6 1436,8 £ 151,21*
LVEDD (cm) 7 3,6+0,25 4,3 +0,3*%
LVESD (cm) 7 1,54+ 0,34 3,5+1,02%
LVEDV (ml) 7 69,16 +4,78 82,6+7

LVESV (ml) 7 18,5+ 1,91 47,83 + 5*
Ejekcios frakeio (%) 7 75,6 £ 1,84 34,8 + 3,5*

FS (%) 7 44,1+1,9 17,5 £ 2,55%

1. tablazat. Az dllatokban in vivo mért funkciondlis és strukturdlis paraméterek. CBF: atlagos koronaria
vérataramlas; LVEDP: BK végdiasztolés nyomas; LVSP: BK szisztolés nyomads; LV dP/dt..: a bal kamraban
egységnyi id6 alatt 1étrejovo nyomasvaltozas maximalis értéke; LVEDD: BK végdiasztolés atmérd; LVESD: BK
végszisztolés atmérd; LVEDV: BK végdiasztolés térfogat; LVESV: BK végszisztolés térfogat; FS: a BK rovid
tengely atméréjének frakcionalt rovidiilése; A szamok az atlag = S.E.M. értékeket jeldlik; n: a kisérletek szama;

*: P<0,05 kontrollhoz képest (Lionetti, Guiducci et al. 2007 alapjan).
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3.1.2. Poszt-infarktusos patkanymodell

A miokardialis infarktust (MI) 5 hetes him Wistar patkanyok bal anterior leszallo
koszoruerének (LAD) proximalis szegmensébe helyezett permanens ligataraval idézték elé a
franciaorszagi Montpellier egyetemi kutatolaboratoriumaban. Kontrollként sham-operalt,
ligatiratél mentes allatok szolgéltak. Az allatokat az infarktus eldidézését kovetd 18. héten
tanulmanyoztuk. Kollaboracios partnereink in vivo Kivitelezett echokardiografias, valamint
szoveti Doppler méréseket végeztek az allati szivek kontraktilitisanak megitélése céljabol,
intraperitonealisan alkalmazott bolus SR33805 (20 mg/kg) adasa el6tt és utan. Ezt kdvetéen
az allatok szivét eltavolitottuk, és azokat mechanikai, valamint biokémiai mérésekre
hasznaltuk fel. A kontraktilis fehérjék Western immunoblot analizise a kiilfoldi
partnerlaboratériumban, mig a szivizommintak endogén PKA-aktivitdsanak meghatdrozésa a
DEOEC Kardiologiai Intézetének Klinikai Fizioldgiai Tanszékén valdsult meg. Az SR33805
kontraktilis hatdsainak elemzése érdekében végzett mérések részben a franciaorszagi, részben
a debreceni laboratériumokban torténtek. Minden vizsgalat eleget tett az amerikai National
Institutes of Health "Laboratériumi allatok gondozasanak és haszndlatanak iranyelvei" c.
kiadvany (NIH Publications No. 85-23, 1996-ban atdolgozott kiadas) kdvetelményeinek, azok
a Francia Mezdgazdasagi Minisztérium jovahagyasaval, valamint az Eurdpai Unid

laboratoriumi allatok gondozéaséara vonatkozo irdnyelvei szerint torténtek.

3.2. Immunhisztokémia

A -80 °C-on tarolt nativ, sertés szivizommintakat felolvasztast, valamint Shandon cryomatrix
gyantdba (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) torténd agyazéast kovetden cryostat
mikrotommal -20 °C-on 10 um vastagsagi szeletekre metszettilk. Minden tovabbi 1épés
szobahOmérsékleten zajlott. A szOvetmetszeteket 5 percen keresztiil jéghideg acetonban

fixaltuk, majd 20 percig metanolban inkubaltuk. Az igy fixaldédott metszeteket foszfat
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pufferben (PBS) mostuk (a PBS oldat tartalma: 150,7 mM NacCl, 3,22 mM KCI, 0,735 mM
KH,PO,4, 8,6 MM Nay;HPO,; pH 7,4), majd normal kecske szérumban 20 percig blokkoltuk.
Els6dleges antitestként monoklonalis egér anti-Tnl-t [Clone 19C7, Research Diagnostics Inc.,
Flanders, NJ, USA; higitas: 1:500 PBS-BSA-ban (PBS-borji szérum albumin, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)] hasznaltunk a foszforilaciotol fliiggetlen (6ssz) Tnl mennyiség,
és poliklonalis nyul anti-Tnl antitestet (foszfo S22 + S23) (Abcam, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag; higitas: 1:500 PBS-BSA-ban) a PKA-medialt Tnl foszforilacio (P-Tnl)
meghatarozasahoz. Ezt egy éjszakan at tartd inkubacid kovette +4 °C-on, majd 30 perces
inkubacié szobahOmérsékleten anti-egér-Cy3 (piros), valamint anti-nyul-Cy2 (zold)
masodlagos antitestek (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA; higitas: 1:200 PBS-ben)
jelenlétében, melyek segitségével a kardiélis Tnl fehérjét és annak PKA-specifikus foszforilalt
formajat jelenitettiik meg. A PKC-medialt Tnl foszforilacié meghatidrozasahoz poliklonalis
nyul anti-Tnl elsddleges antitestet (foszfo T143) (Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag;
higitas: 1:100 PBS-BSA-ban) hasznaltunk, amit egy éjszakan at tarté inkubacio kovetett
+4 °C-on, majd 30 perces inkubacié szobahdmérsékleten anti-nyul-Biotin masodlagos antitest
(Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA; higitas: 1:200 normal kecske szérum tartalma
PBS-ben) jelenlétében. A PKC-specifikus Tnl foszforilacié megjelenitésére streptavidin-Cy2-
t (z0ld) hasznaltunk. A targylemezeket 4',6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI) tartalmazo
Vectashield médiummal rogzitettiik (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). A
szovetmetszetekrol késziilt mikroszkopikus felvételeket NIKON Eclipse 80i Fluorescein
mikroszkdoppal rogzittettiik, melyhez a 100x-os végsd nagyitas eléréséhez NIKON 10x-es
objektivet [Numerikus apertira (NA): 0,30] hasznaltunk. Nagy felbontasu felvételek
készitésére egy Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkopot hasznaltunk Olympus
LUCPLFLN 20x-0s objektivvel (NA: 0,45), valamint digitalis zoom-ot a 180%-o0s és 540x-es

végsO nagyitasok eléréséhez.
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3.3. Tnl back-foszforilacio

A permeabilizalt sertés szivizomsejtekbdl nyert fehérje homogenizatumok Tnl foszforilacids
szintjeinek meghatarozasara back-foszforilacios esszét végeztink [37]. A membranfosztott
szivizomsejteket ugyanolyan modon készitettiik el6, mint ahogy azt korabban k6zolték [53].
A reakci6 oldatok az izolalt szivizomsejt frakciobol 40 pl-t {a protein koncentracié 0,5 mg/ml
volt a modositott izolald oldatban [mM-ban: KCI1 100, etilén-glikol-tetraacetat (EGTA) 2,
MgCl, 1, ATP 0,1, valamint imidazol 100; pH 7,0; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA]}, a
foszfor 32-es tomegszaml izotopjaval (*2P) jeldlt ATP-t tartalmazé modositott izolald
oldatbol 10 pl-t (végsé specifikus aktivitas: 1500 cpm/pmol), valamint a PKA-bol 1 pl-t
[Sigma, St. Louis, MO, USA, aktivitas: 4000 U/ml a 6 mg/ml (ditiotreitol) DTT-t tartalmazo
modositott izolald oldatban] tartalmaztak. A reakcidé szobahdmérsékleten ment végbe 15
percen keresztiil. A reakcidoldathoz legvégiil 50 pl natrium dodecyl szulfat (SDS)
mintapuffert (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) adtunk, és a mintakat 5 percen keresztiil
foztik. A felfézott mintakbol 30 pl-t 10%-o0s poliakrilamid gélekre vittiink fel, majd
szeparaciot kovetden azokat nitrocelluléz membranra transzferaltuk. A foszfatcsoport Tnl
fehérjébe valo beépiilését autoradiografiaval detektaltuk (kék-szenzitiv RTGB filmek, Primax,
Berlin, Németorszag). Az egyes csikok intenzitasértékeit (melyek a foszfat beépiilését
tilkrozték) Image J szoftverrel (ingyenesen hozzaférhet6 a www.nih.gov oldalon) torténd
denzitometralassal hatdroztuk meg. Az dbrdkon az optikai denzitasokat arbitralis egységekben

(AU) tiintettiik fel.

3.4. Western immunoblot

A sertés szivek BK szovetmintdit "radioimmun precipitaciés esszé" pufferben
homogenizaltuk, amely az alabbi Gsszetevoket tartalmazta: Tris-Cl 50 mM, NaCl 150 mM,

1% Triton X-100, 0.1% SDS, valamint 1% natrium-deoxykolat; pH 7,4. A fehérje
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koncentraciokat BCA esszé segitségével hataroztuk meg (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) BSA-t hasznalva standardként. A homogenizatumok koncentraciéit 4 mg/ml-re
allitottuk be, majd 2X-es toménységii SDS-mintapuffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
azonos térfogatu elegyével higitottuk, végiil a mintdkat az elektroforetizalas elott 10 percig
foztik. A 10%-0s SDS-poliakrilamid gélekre 50 pg mennyiségli fehérjemintakat vittlink fel,
melyeket - szeparaciot kovetéen - nitrocelluloz membranokra transzferaltunk. A
membranokat Tnl ellenes antitesttel jeloltik (Clone 19C7, Research Diagnostics Inc.,
Flanders, NJ, USA, dilution: 1:5000), és a jelet peroxidazzal konjugalt anti-nytl IgG-
specifikus antitesttel detektaltuk (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,; higitas: 1:50,000). A
savokat enhanced kemilumineszcencia (Plus-ECL, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)
segitségével jelenitettiik meg, a kiértékelés Image J szoftverben zajlott. Kizarolag az egyazon
membranhoz tartozd savokat értékeltiik annak érdekében, hogy elkeriiljiik a kiilonbozo
transzfer hatasfokokbol vagy egyéb technikai nehézségbdl adodo eltéréseket.

A patkany szivizomban taldlhaté Tnl és MLC2 fehérjék 6ssz-, valamint azok foszforilalt
formainak mennyiségeit a franciaorszagi kollaboracios partnerlaboratériumban hataroztak
meg olyan fehérjemintdkbdl, melyeket permeabilizalt, manudlisan disszekalt, BK
szubendokardialis szivizom preparatumokbdl nyertek. Az izomnyalabokat fagyasztas eldtt a
kezdeti hosszuk 20-30%-val megnyujtottak. A  szivizommintakat jéghideg, 10%-0S
trikloracetattal kezelték, hogy a kontraktilis fehérjék megdrizzék foszforilacios allapotukat.
Ezt kovetden a mintakat 10 mM DTT-t tartalmaz6 acetonnal haromszor atmostdk, majd a
pelleteket megszaritottak, és urea pufferrel [mM-ban: urea 8, Tris 0,2, glicin 0,25, DTT 0,5,
szukrozzal szaturalt etilén-diamin-tetraacetat (EDTA) 0,4, proteaz inhibitorok]
szobahOmérsékleten egy oran keresztiil elegyitették. A fehérje koncentraciot RCDC Kkittel
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) hataroztak meg. A 15-, illetve 10%-0s SDS-

poliakrilamid gélekre 20 pg mennyiségii fehérjemintakat vittek fel. Az egy allatbol szarmazo

26



0sszes mintat ugyanazon gélen szeparaltdk mindkét fehérje esetében. Az MLC2 izoformakat
specifikus kardidlis MLC2 ellenes antitesttel detektaltak (Coger SA, Parizs, Franciaorszag).
Az 6ssz Tnl fehérjemennyiséget kardialis Tnl ellenes antitesttel (Hytest, Turku, Finnorszag;
Katalogusszam: 4T21), mig annak PKA altal foszforilalt formajat foszfo-specifikus antitesttel
(Hytest, Turku, Finnorszag; Katalégusszam: 4T45) azonositottak. A savokat ECL Plus
rendszer segitségével jelenitették meg (Amersham Pharmacia, Little Chalfont

Buckinghamshire, Anglia).

3.5. PKA aktivitas mérés

A fagyasztott patkany BK szovetmintakat felolvasztast kovetéen modositott izolald oldatba
helyeztiik, majd mechanikailag izolaltuk. A citoszol frakciot centrifugalassal szeparaltuk (300
g-vel 1 percig), majd a feliillusz6t (citoszol frakeio) elkiilonitettiik. Ezutan meghataroztuk a
USA), standardként BSA-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznalva. A fehérje
koncentraciot 3 mg/ml-esre allitottuk be a citoszdl frakcid modositott izolald oldattal torténd
higitasaval. Az endogén PKA aktivitdst szobahdmérsékleten vizsgaltuk egy, a citoszol
frakciobol 30 pl-t, 32p.a] jelolt ATP-t tartalmazd modositott izolald oldatbol 5 pl-t (végsd
specifikus aktivitas: 2500 cpm/pmol), 8-Br-cAMP-b6l 5 pl-t (100 nM), kemptidb6l 5 pl-t
(GenScript, Piscataway, NJ, USA; 1 mg/ml), valamint a PKA inhibitor H-89-b6l vagy az
SR33805-b6l 5 pul-t tartalmazé reakcioelegyben. A reakcidkat a citoszol frakcid
hozzaadasaval inditottuk el, majd a reakcid oldatokbol 10 pl-t foszfocelluloz papirra (GE
Healthcare, Miinchen, Németorszag) pipettaztunk 0 és 15 perces idépontokban. A papirokat
30 percig szaritottuk, majd haromszor 0,5 %-0s foszforsavval (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), majd legvégiil acetonnal mostuk at. A papirok radioaktivitasat szcintillacios eljarassal
detektaltuk (TriCarb szinctillacios szamlald, PerkinElmer Life Science, Boston, MA, USA).
Az SR33805 hatasait a rekombinans modon eldallitott PKA molekula (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO, USA; 4000 U/ml, borjubol izolalva, 6 mg/ml koncentraciéju DTT oldatban)
aktivitasara nézve is megvizsgaltuk. Ebben az esetben a reckombinans PKA aktivitasat
szobahOmérsékleten mértiikk egy, a moddositott izolaldo oldatbol 35 pl-t, 2p_g] jelolt ATP-t
tartalmazo modositott izolald oldatbdl 5 ul-t (végso specifikus aktivitas: 450 cpm/pmol), PKA
inhibitor H-89-b6l vagy SR33805-b6l 5 pl-t, rekombinans PKA oldatbol 1 ul-t, valamint a
szubsztratként szolgald hiszton ITA-bol 5 ul-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 1 mg/ml)
tartalmazé reakcidelegyben. A reakciokat a szubsztrat (hiszton IIA) hozzdadasaval inditottuk
el, majd a reakci6 oldatokbdl 10 pl-t foszfocelluléz papirra (GE Healthcare, Miinchen,
Németorszag) pipettaztunk 0 és 15 perces iddpontokban. A beépiild foszfatmennyiséget a fent
részletezett modon mértilk. A PKA aktivitdsokat a maximalis aktivitdsra (az inhibitor
tavollétében mért aktivitas) normalizalt %-os értékekben fejeztiik ki, és "baseline"-ra (a PKA

tavollétében mért baseline aktivitas) korrigaltuk.

3.6. Aramlasi citometria

A BK sertés szivizommintikat (~0,04 g nedves tomeg) kordbban kozolt eljarasok szerint
mechanikailag izolaltuk [54]. Roviden, az izolalt szivizomsejteket sejtizolaldo oldatban (mM-
ban: MgCl, 1, KCI 100, EGTA 2, ATP 4, valamint imidazole 10; pH 7,0; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) a korabban ismertetett moédon permeabilizaltuk [54]. Ezt kovetden a
szivizomsejteket 90 percig jégen 100 pl-nyi 2 mg/ml toménységii BSA-t (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), valamint els6dleges antitestet tartalmazo izolaldé oldatban inkubaltuk.
Elsédleges antitestként monoklonalis egér anti-Tnl (19C7-es klon, Research Diagnostics Inc.,
Flanders, NJ, USA; higitas: 1:200), valamint a foszforilaciora érzékeny poliklonalis nytl anti-
Tnl (foszfo S22 + S23) (Abcam, Cambridge, UK; higitas: 1:100) antitesteket hasznaltunk. Ezt
kovetéen a Tnl és P-Tnl jelintenzitadsok megjelenitésének céljabol 30 perces inkubaciokat
végeztiink jégen anti-egér-Cy3 és anti-nyul-Cy5 antitestekkel (Jackson Laboratories, Bar
Harbor, ME, USA,; higitas: 1:50). A szivizomsejteket jéghideg, 2%-0s formaldehidben
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(sejtizolald oldatban oldva) 30 percen keresztiil fixaltuk. Minden mosasi 1épést izolalo oldattal
végeztiink. A sejtszuszpenzidkat finoman szonikaltuk, majd azokat egy 50 um-es sejtsziiron
filtraltuk keresztiil. Az aramlasi citometriai méréseket FACSArray aramlasi citométer (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) segitségével végeztiikk. Az egyes partikulumok fluoreszcencia
intenzitasértékeit csoportonként 6 allatban hataroztuk meg. Allatonként atlagosan 6,000-
10,000 partikulumot vizsgaltunk meg. A Cy3 fluoreszcenciat 532 nm-en gerjesztettiik ¢€s
585421 nm-en detektaltuk, mig a Cy5 fluoreszcencidt 635 nm-en gerjesztettiik é¢s 661+£8 nm-
en detektaltuk. A sejttormeléket az elére, valamint a jobbra szorédd fényintenzitdsok

kapuzasaval zartuk ki. Az igy nyert listafajlokat REFLEX szoftverrel elemeztiik [55].

3.7. Erémérések permeabilizalt szivizomsejteken

A sertés- és patkanyszivekbdl nyert szivizomsejtek mechanikai funkcidjanak mérésére azonos
modszereket alkalmaztunk. Méréseink sordn a miofibrillaris funkcid megitélésének céljabol
meghataroztuk a maximalis Ca?*-aktivalta aktiv erét (Fo), a passziv er6komponenst (Fpgss:i),
a szivizomsejtekben ébredd izometrids erd Ca2+-érzékenységét (pCasp), a Ca* —er
Osszefliggés meredekségét jellemz6 paramétert (nHill), valamint az er6 regeneralodas
sebességi allandojat maximalis [Ca?*]-nal (Kymax - az aktin-miozin keresztkotési ciklus
maximalis sebességére jellemzd paraméter). Az erdmérések soran hasznalt relaxald és
aktivalo oldatok pCa (—log[Ca®']) értékei 10, valamint 4,75 voltak. A relaxalo oldat
Osszetétele 1ényegében csak annyiban kiillonbozott az aktivalo oldatétol, hogy az a Ca®-
EGTA helyett EGTA-t tartalmazott (a relaxalo oldat dsszetétele mM-ban: BES 10, KCI 37,11,
MgCl, 6,41, EGTA 7, ATP 6,94, kreatin-foszfat 15; pH 7,2; az aktival6 oldat dsszetétele mM-
ban: BES 10, KCI 37,34, MgCl, 6,24, Ca**-EGTA 7, ATP 6,99, kreatin-foszfat, 15; pH 7,2;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; KCIl és EGTA: Merck, Darmstadt, Németorszag).
Mindkét oldat az alabbi proteaz inhibitorokat tartalmazta: 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-
fluorid (PMSF), 40 uM leupeptin és 10 uM E-64 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A
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crer

keverésével allitottuk eld.

Az egyedi, szivizomsejt méretli preparatumokon alkalmazott, 15 °C-os hémérsékleten
végrehajtott erémérések technikajat egy korabbi kézleményben részletesen ismertették [54].
Meéréseink sordan egy izolalt, permeabilizalt szivizomsejtet a mechanikai mérérendszerhez
rogzitettiink. A szarkomerhossz 2,3 pum-re torténd preciz bedllitasat kovetden ismételt
aktivacios-relaxacios ciklusokban izometrias Ca”*-kontraktirakat valtottunk ki, melyek soran
a szivizomsejtet a Ca?*-mentes relaxalo oldatbél egymas utdn csokkend [Ca2+]-j1'1 aktivalo
oldatokba mozgattuk. Az izometrias csucs eréértékeket a maximalis Ca?*-aktivalta aktiv er6re
normalizaltuk, az igy kapott Ca® —erb Osszefliggéseket abrazoltuk, majd egy modositott Hill
fiiggvény szerint illesztettiikk ([1] egyenlet). Ezzel a modszerrel a szivizomsejtekben ébredd
izometrias erd Ca2+-érzékenységét, azaz a pCasp értéket, valamint a kontraktilis apparatuson
beliili koopertivitas mértékét (nHill; a Ca**-er gorbe meredekségére jellemzé paraméter)
tudtuk értékelni. Az egyedi Ca®*-kontraktirak soran a maximalis eréérték elérése utan, egy
gyors "release-restretch" mandvert végeztiink, hogy meghatarozzuk az erd regeneralodas
sebességi allandojat (Kymax). Ennek a beavatkozasnak az eredményeként eldszor az erd a
maximalis értékrdl nullara esett, lehetové téve ezzel a total er6 meghatarozasat (), majd
ismét elkezdett novekedni. A szivizomsejtet ezutan ismét relaxald oldatba helyeztiik, ahol
eredeti hosszanak 80%-ara roviditettiik, hogy meghatarozhassuk a sejt passziv erejét (Fpqss:)-
Az izometrias aktiv erdt (F,) a total és a passziv erdértékek kiillonbségébdl nyertiik. A Fo-t és
a Fpuss-nt a szivizomsejt keresztmetszeti teriiletére normalizaltuk, amit az optikailag iranyitott
megvilagitas soran lemért sejt szélességébdl és vastagsagabol szamitottunk ki. Az izolalt

szivizomsejten végzett mérési protokoll alatt késziilt er6gorbét a 4. dbra demonstralja.
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4. dbra. Az izolalt szivizomsejten

i ‘ végzett mérési protokoll alatt késziilt

erégorbe. A Ca’*-kontraktardkat a

Hossz
I

szivizomsejt Ca®*-mentes  relaxalo

25 kN/m?
oldatbl (pCa 10) Ca®*-tartalmi

Eré aktivalo oldatba (pCa 4,75) torténd
\ atvitelével idéztik el6. Az aktivacid

4'75 Fpasszr'v
soran a  gyors  hosszvaltozast
pCa 10 [,,release-restretch” mandver a
20 secundum kontraktira  cstcsan  (Fp)] a

kontraktilis er6 megsz{inése, majd
gyors regeneracioja kisérte. Az er6gorbe ezen szakaszanak exponencialis fiiggvénnyel ([2] egyenlet) torténd
illesztése (piros nyil) lehetdvé tette az aktin-miozin ciklus sebességi allandojanak (Kimax) meghatarozasat. A

relaxal6 oldatban végrehajtott hosszvaltozasok révén a sejt passziv erejét (F,,.;,) mértikk meg.

A sertés szivekbdl izollt szivizomsejtek Ca®*—erd dsszefiiggéseit in vitro PKA kezelés
eldtt és utan is meghataroztuk. A PKA torzsoldat borji szivbdl kinyert PKA katalitikus
alegységet tartalmazott [a gyartd altal javasolt 100 U-ot 6 mg/ml koncentracioju DTT-t
tartalmazo desztillalt vizben, 0,05 mg/ml-es fehérjekoncentracidban (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA; Katalogusszam: P2645; LOT szam: 021M7676V)]. A PKA hatés
kialakulasdhoz a szivizomsejteket 20 percig inkubaltuk 5 pul PKA térzsoldatot tartalmazé 100
pl-nyi relaxaloé oldatban. Egy kiilonallo vizsgalatban izometrids erdméréseket végeztiink az
izolalt sertés szivizomsejteken el6szor 1,9, majd 2,3 um-es szarkomerhosszakon, igy
tanulmanyozva a hosszfliggo Ca2+-érzékenyitésben bekovetkezd esetleges valtozasokat, azaz
a Frank-Starling mechanizmus molekularis hatterét.

A patkany szivekbol nyert szivizomsejtek mechanikai paramétereit in vitro SR33805
kezelés (10 uM, 10 perc, szobahdmérséklet) eldtt és azt kdvetden vizsgaltuk két kiilonbozo

szarkomerhosszon (1,9, valamint 2,3 pum).
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Azon sejteket, melyek a protokoll végére nem 6rizték meg a kezdeti maximalis Ca®'-
aktivalta erejiik 75%-at, vagy nHill értékiik 1,5-nél kisebbnek adddott, kizartuk a statisztikai

analizisb6l.

3.8. Adatelemzés, statisztikai analizis

A Ca**—erd Osszefiiggéseket modositott Hill egyenlettel illesztettiik:

[1] F = Fo[Ca?'TM/(Cas™ ! + [Ca2'T)
ahol F egy adott [Ca®"]-hoz tartozo "steady-state" erdt, mig Fo, nHill és Casg (vagy pCaso) a
maximalis [Ca2+]-hoz tartozd aktiv erdt, valamint szemilogaritmikus 4brazoldsban a
szigmoidalis Osszefiiggés meredekségét és kozéppontjat jelolik.

A 'release-restretch" mandvert kdvetd erdé regeneralodast egyvaltozos exponencialis
fiiggvénnyel illesztettiik, megbecsiilve annak sebességi allandéjat (Kymax) @ maximalis [Ca®*]-
nal:

[2] F(t) = Fi + Fa(1-e )
ahol F(t) a "restretch” utani barmely id8pillanatban (t) a maximalis [Ca®*]-nal mért erdt, Fj és
Fa pedig a "restretch" utani kezdeti erdt, valamint a Ca®*-aktivalta erd regeneralodasanak
amplitidojat jelolik. A kisérleti preparatumokbol kapott adatsorokat egyedileg illesztettiik, az
illesztett paramétereket 6sszegeztiik, és azok atlagait mutatjuk be.

A biokémiai és mechanikai mérések statisztikai analizisét egy-utas ANOVA-val végeztiik,
az egyes csoportok kozotti tobbszorés Osszehasonlitasokra Bonferroni poszt-tesztet
hasznaltunk. Két folyamatos valtoz6 kozott linearis regresszids analizissel hataroztuk meg az
Osszefliggést. A mechanikai mérések soran az in vitro kezelések hatasara bekovetkezod
valtozasokat Student-féle paros t-probaval elemeztiik. Az eredményeket akkor tekintettiik
statisztikailag szignifikdnsnak, ha a P érték kisebb volt, mint 0,05. Az aramlasi citometrial
mérések sordn nyert tobb ezer egyedi adatpont analizisének kivitelezésére egy olyan

modellezési eljarasra volt sziikség, amely feltételezte az egyedi szivizomsejtek kapcsolatat, és
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képes volt kezelni az egyazon allati szivekbdl szarmazéd sejtek mérési eredményei kozti
korrelaciokat. Igy nem a hagyomanyos ANOVA-t, vagy linearis regresszids analizist
hasznaltuk, hanem a "maximum likelihood mixed effects" tobbszintii modellezést csoportok
és teriiletek koOzotti interakciokkal [56]. Az ingerlés hatasat az atlagos log relativ
jelintenzitasokbol [log(P-Tnl/Tnl)] hatdroztuk meg a foszforilaci6 mértékére nézve, az
interkvartilis tartomanyokbol (IQR) pedig a foszforilacido heterogenitasara vonatkozdan. Az

adatok logaritmikus transzformacidja eldsegitette a valtozok eloszlasdnak normalizalasat.
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4. Eredmények

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

kivaltott szivelégtelenség sertés modelljében

A PKA-medialt miofilamentum fehérje foszforilacidé homogenitasanak vizsgalata céljabol
szivelégtelen, valamint kontroll sertések szivének BK anterior/anterolateralis (ingerelt),
valamint inferoseptalis (ellenoldal) régi6ibol szarmazo szivizomszovet mintaiban hataroztuk
meg a Tnl foszforilacid mértékét immunhisztokémiai eljarassal. A miokardidlis szovetminta
szivizomsejtjeit Tnl-foszforilaciora nem érzékeny, valamint annak PKA-specifikusan (S22 +
S23) foszforilalt formajara (P-Tnl) érzékeny antitestekkel jeloltik meg, majd a
szovetmetszeteket DAPI-t tartalmazé médiumban is festettiik. A 5. dbran a fluoreszcens
mikroszkdpidval rogzitett, harom izolalt jelolési technikaval nyert képet, valamint azok
egymasra vetitett kompozit-képeit is bemutatjuk. Altaldénossagban elmondhato, hogy barmely
minta barmely teriiletén homogén festédést kaptunk, ha a szivmintdkat Tnl foszforilaciora
nem érzékeny antitesttel jeloltiik. Ehhez hasonldan a kontroll szivek barmely teriiletén,
valamint a szivelégtelen allatok nem ingerelt (in. ellenoldali) teriileteirdl szarmaz6 mintakban
a P-Tnl-re specifikus szovetjelolés homogén festési intenzitdst eredményezett. Ezzel szemben
a szivelégtelen ingerelt oldalon variabilis P-Tnl intenzitdsokat figyeltiink meg (5. dbra, A
panel). Az eltérd jelintenzitassal fest6do teriileteket olyan szivizomsejt csoportosulasok
alkottak, melyek a szivelégtelen allatok ingerelt teriiletein beliil a kornyezetiikkhoz képest
egyontetiien csokkent P-Tnl szinttel rendelkeztek (5. abra, B panel). A P-Tnl szintek az egyes

szivizomsejteken beliil lényegesen sehol sem valtoztak.
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kontroll ingerelt kontroll ellenoldal HF ingerelt HF ellenoldal

1500 pm 1500 pm 1500 pm
Tnl

P-Tnl

180X-o0s nagyitas

540X-es nagyitas

5. dbra. Immunhisztokémia. A)
A szivizomszdvet mintakat a Tnl
fehérjére, valamint  annak
foszforilalt formajara (P-Tnl)
specifikus antitestekkel jeloltiik
DAPI-val  emeltik ki. A
szivelégtelen ingerelt csoport
kompozit képén az eltérd
mennyiségli P-Tnl intenzitdsok
terilletenként ~ valtozd  sarga
szinintenzitasokhoz vezettek. B)
A szovetmetszetek konfokalis
mikroszkép  altal  rogzitett
felvételei sejtrél-sejtre
érvényesiild kiilonbségeket
mutattak: a szivelégtelen allatok
ingerelt teriiletein olyan
szivizomsejt  csoportosulasokat
lehetett elkiiloniteni, amelyek
kornyezetiikhoz képest jelentds
mértékben  csokkent  P-Tnl

szintekkel rendelkeztek.

A szivelégtelen szivek ingerelt teriiletein az 0ssz-Tnl ellenes antitest altal mutatott

homogén festddés, valamint a szivizomsejt magok DAPI-val torténd jelolddése ellentétben

allt az ugyanazon teriileten megfigyelhetd inhomogén P-Tnl fest6déssel, ami kizarta annak

lehetdségét, hogy a jelenség hatterében esetlegesen fibrozis vagy nekrdzis allna.
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Egy parhuzamos vizsgalatsorban azt hataroztuk meg, hogy hogyan alakult a PKC-medialt
Tnl foszforilacié a szivelégtelen allatok szivének ingerelt teriiletein. Ennek érdekében a
szivizom szovetmintakat az 5. abra elrendezésének megfeleléen PKA-, valamint PKC-
specifikus P-Tnl ellenes antitest (T143) jeloléssel is ellattuk (6. 4bra). Altaldnossagban
elmondhat6, hogy a PKC-specifikus helyen jelolt szovetmetszetek homogénebb festédést

mutattak a PKA-specifikus jel6léshez képest.

= 6. dabra. Komparativ immunhisztokémiai
HF ingerelt

eredmények a PKA- és PKC-specifikus Tnl

Tnl Tnl
W 1500 pm foszforiliciés mintizatok meghatirozdsira a
szivelégtelen sertések ingerelt BK teriiletein. A Tnl
foszforilaci6 ~ PKA-specifikus  jeldlése  egy
heterogénebb festddési mintazatot eredményezett a

S22+S23 P-Tnl T143 P-Tnl szivelégtelen allatok ingerelt teriileteirdl szarmazo

szovetmintaban, Osszevetve az ugyanerrél a
terliletrél szarmazd szomszédos, PKC-specifikus
Tnl foszforilaciora jelolt szovetmetszettel. (Az
elrendezés ugyanaz, mint az 5. abra A paneljén. Ez
a modszer megegyez6 eredményt adott tovabbi

harom szivelégtelen szivizommintaban is).

Kompozit

100X-os nagyitas 100X-o0s nagités
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A miofilamentaris fehérjék foszforilacidjanak atlagos szintjét back-foszforilacios esszé
segitségével IS megbecsiiltik. A permeabilizalt szivizomsejtekb6l nyert fehérje
homogenizatumok 4tlagos foszfo-specifikus Tnl jelintenzitasai jelentdsen nagyobbnak
adodtak a szivelégtelen allatok szivének ingerelt teriiletein (58+14,49 AU) a kontroll allatok
ugyanazon teriileteihez képest (5,41+1,34 AU; P<0,05), ami a szivelégtelen ingerelt teriiletek
PKA-dependens Tnl foszforilacidjanak in vivo bekovetkez6é csokkenésére utalt (7. abra, A és
B panelek). A 20, valamint 150 kDa-os molekulaméretnél felfedezhetd, foszforilacio
dependens jelintenzitasok korrelaltak a Tnl foszforildcid mértékével (7. abra, C panel). Ezen
molekulasuly tartomanyok kozel helyezkednek el a MyBP-C, valamint az MLC2
molekulaméretéhez. PKA expozicio esetén a Tnl és a MyBP-C foszforilacigjdban hasonld
valtozasok mehetnek végbe, azonban az MLC2 molekula esetében nem jellemzd a foszfat
beépiilés PKA alkalmazasakor, igy a 20 kDa-nal 1évd fehérje valosziniileg nem feleltethetd
meg az MLC2-nek. A szivelégtelen allatok sziveinek ingerelt, valamint ellenoldali teriiletein
mért atlagos Tnl foszforilacio egymastol nem tért el szignifikansan (P>0.05) (HF ellenoldal:

40,3+£9,86 AU) (7. abra, A és B panelek).
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X: Tnl, Y: 150 kDa: r=0,74; P<0,0001).

38

7. abra. Tnl back-foszforilacio. A) Felil az
autoradiografia, alul a Western immunoblot
eredményei lathatéak egy reprezentativ Tnl
back-foszforilacios esszébdl. A kontroll és
szivelégtelen allatok BK ingerelt, valamint
ellenoldali teriiletein a Tnl fehérjébe torténd
PKA-dependens foszfatbeépiilést p
izotoppal jelolt ATP segitségével hataroztuk
meg SDS gélelektroforézist kovetéen. Az
autoradiogramokon megfigyelhetd
jelintenzitasokat ugy tekintjiik, hogy azok
egyenesen aranyosak az anorganikus foszfat
(P;) Tnl fehérjébe torténd beépiilésével PKA
in vitro, valamint

kiindulasi Tnl

jelenlétében (+ jelek)
forditottan aranyosak a
foszforilacios szintekkel a PKA alkalmazasat
megelézéen in vivo. PKA hidnyaban a
jelintenzitasok elhanyagolhatéak voltak (-

jelek). A Tnl érzékeny antitest jelenlétében

eléhivott Tnl Western immunoblotok az
egyenld mennyiségben felvitt
fehérjemennyiségeket  igazoltdk  minden
kisérlet soran. B) Az  ugyanolyan
koriilmények kozott végzett back-
foszforilacios esszék eredményeinek
statisztikai  kiértékelése az atlagos Tnl

foszforilacié alacsonyabb szintjét igazolta a
szivelégtelen csoport oldalan a
oldalhoz

oszlopok az atlag + S.E.M. értékeket jelolik;

ingerelt

kontroll ingerelt képest. (Az

n: az allatok szama, AU: optikai denzitas
arbitralis egységekben; *: P<0,05 HF ingerelt
C) A Tnl

vs. kontroll ingerelt oldal).

foszforilacio, valamint a 20 (nyitott kor),

illetve 150 kDa-os magassagban (zart kor) talalhatd masik két fehérje kozotti korrelaciokat X-Y
koordinatarendszerben abrazoltuk. Az allatok szivének ingerelt és ellenoldalairdl szarmazo jelintenzitasokat az
egyes mintak Tnl fehérjéibe torténd P; beépiilés fiiggvényében tlintettiik fel. A vonalak a linedris regresszids
analizisb6l szarmazo, az adott fehérje, valamint a Tnl fehérje foszforilacidja kozotti 6sszefiiggésre vonatkozd
kapcsolatot reprezentaljak, és az ezen valtozok kozotti pozitiv korrelaciokra utalnak (X: Tnl, Y: 20 kDa: r=0,71;

P<0,0001,;



Az immunhisztokémiai és back-foszforilacios esszébdl nyert eredményeket kdvetden
kifejlesztettiink egy protokollt, amely Iehetévé tette a permeabilizalt szivizomsejt
szuszpenziok Tnl foszforilacidjanak szintjében bekovetkezd regionalis kiilonbségek
kvantitativ kiértékelését aramlasi citométerrel. Ez a metodika nagyszamu, Tnl-re és P-Tnl-re
egyarant jel6lt szivizomsejt esetében adta meg a relativ P-Tnl értéket (8. abra, A panel). A
logaritmikusan transzformalt, relativ jelintenzitasok [log(P-Tnl/Tnl)] eloszlas hisztogramjait a
meghataroztuk, csoportonként 6 dallat adatainak bevonasaval. A 8. dbra B panelje azt
demonstralja, hogy a kontroll allatok ingerelt oldalainak megfeleld teriiletekrdl képzett
eloszlas hisztogram a Gauss-eloszlashoz hasonlé megjelenést mutatott, szemben a
szivelégtelen allatok ingerelt teriileteinek hisztogramjaval, amely egy aszimmetrikus format
oltott a relative alacsonyabb log(P-Tnl/Tnl) értékeknél detektalt szivizomsejt szam novekedés
miatt. A back-foszforilacios esszé eredményeivel 0sszhangban (7. abra, A és B panelek) a
szivelégtelen allatok szivének ingerelt teriiletéhez tartozd log(P-Tnl/Tnl) atlagérték
szignifikansan alacsonyabbnak adodott, mint a kontroll allatok ugyanazon teriiletein (-0,41 vs.
-0,28 a HF ingerelt és a kontroll ingerelt teriileteken; P=0,0071), igy mindkét esszé¢ a P-Tnl
relativ csokkenését igazolta a szivelégtelen allatok ingerelt teriileteire nézve. Ezen tilmenden
a szivelégtelen ingerelt csoportban szignifikdnsan szélesebb IQR értéket figyeltiink meg a
kontroll ingerelt, valamint a szivelégtelen ellenoldali teriiletekhez képest (0,53 vs. 0,36 vagy
0,42 a HF ingerelt, kontroll ingerelt és HF ellenoldali teriileteken; P=0,0093 vs. kontroll
ingerelt oldalhoz képest; P=0,0047 vs. HF ellenoldalhoz képest). A szivelégtelen csoport
ingerelt teriiletein megfigyelt IQR kiszélesedés az ezen teriiletekrdl szarmazé szivizomsejtek
kozotti relativ. Tnl foszforildcioban 1étrejové nagyobb szorast tiikrozte. Az eloszlés

hisztogramokat jellemz6 paraméterek a 2. tablazatban talalhatoak.
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A B Kontroll ingerelt oldal (n=6)
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8. dbra. Aramldsi citometria. A) Az aramlasi citometriai méréshez elékészitett, Tnl-re (piros) és P-Tnl-re (zold)
egyarant jeldlt, reprezentativ, permeabilizalt szivizomsejt mikroszkopikus felvétele (felsd panel). A
jelintenzitasokat X-Y koordinatarendszerekben abrazoltuk, ahol az X tengelyhez tartozo értékek a Tnl, az Y
tengelyhez tartozo értékek pedig a P-Tnl jelintenzitasokat tiikrozték (kozépso és alsd panelek, n: csoportonként
~20,000 szivizomsejt 6-6 allatbol). A szivelégtelen allatok ingerelt oldalardl nyert adatok nagyobb szdrasa (alsd
panel) a kontroll allatok ingerelt oldaldhoz képest (kozépsO panel) az innen szadrmazd szivizomsejtek
heterogénebb Tnl foszforilacios szintjeire utalt. B) Az izolalt szivizomsejtek aramlasi citometriai méréseibdl
ado6do relativ Tnl foszforilacio eloszlasat hisztogramok formajaban tiintettiik fel. A logaritmikusan transzformalt,
relativ jelintenzitasok [log(P-Tnl/Tnl)] eloszlasprofiljait mind a négy csoportra nézve kiilon abrazoltuk. (Az
eloszlas hisztogramokon a 25 és 75 percentilisek kozotti IQR-t tlintettiik fel; n: az allatok szama; *: P=0,0071
HF ingerelt vs. kontroll ingerelt oldal; *: P=0,0093 HF ingerelt vs. kontroll ingerelt oldal; *: P=0,0047 HF

ingerelt vs. HF ellenoldal)
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log(P-Tnl/Tnl) Kontroll ingerelt | Kontroll ellenoldal HF ellenoldal
eloszlas (n=6) (n=6) HF ingerelt (n=6) (n=6)
25 percentilis -0,45 -0,46 -0,65 -0,57
Median -0,27 -0,26 -0,37 -0,36
75 percentilis -0,09 -0,09 -0,12 -0,15
IQR 0,36 0,37 0,53" 0,42
Atlag -0,28 -0,29 -0,41* -0,38
SD 0,29 0,31 0,43 0,35
S.E.M. 0,002 0,002 0,003 0,002

2. tablazat. Az daramldsi citometriai kisérletek sordn nyert eloszldsi hisztogramokat jellemzd paraméterek. (*.
P=0,0071 HF ingerelt vs. kontroll ingerelt oldal; *: P=0,0093 HF ingerelt vs. kontroll ingerelt oldal; *: P=0,0047
HF ingerelt vs. HF ellenoldal)

Az egyes allatok atlagos log(P-Tnl/Tnl) intenzitasértékeit a 9. abran abrazoltuk 95%-0s
konfidencia intervallumokkal. Ez a reprezentacié lehetévé tette a Tnl foszforilacioban
bekovetkezd variabilitas kiértékelését az egyes kontroll és szivelégtelen allatok sziveinek
kiilonboz6 régidiban. Altaldnossagban elmondhatd, hogy a kontroll szivek log(P-Tnl/Tnl)
értékei egy keskenyebb savot Oleltek fel a szivelégtelen allatokéhoz képest. Tovabba, a
kontroll allatok atlagos log(P-Tnl/Tnl) értékei véletlenszerlien magasabbnak vagy
alacsonyabbnak adodtak az ingerelt vagy ellenoldali szivizomteriileteken, és a két oldal
kozotti kiilonbség (a kontroll 4 4&llat kivételével) kismértékli volt. Ezzel szemben a
szivelégtelen allatok ingerelt szivizomteriileteihez tartoz6 atlagos log(P-Tnl/Tnl) értékek (a
HF 6 allat kivételével) rendre alacsonyabbnak adddtak az ellenoldalon mértekhez képest,
valamint a két oldal kozti kiilonbség az egyes szivelégtelen szivekben kb. kétszerese volt a

kontrolloknal megfigyelt atlagos kiilonbséghez képest.

41



E -0,11
£ o
A 0.2 ¢ "
.§ °
N P 00 & o _____ .
g % o i .
£ ® o ]
Té 0,4 ¢ ¢
s  Tmmmmmmmeees Sl
N L
> i
2 .05 @
)
2 0 +
(o2}
o -06
B TS SN N N A SCLEL I NPT
{,\\\0 \@\ 6‘@ &\0 {,\\\0 &\0 S S S S S S
€ & EEE S
@ kontroll ingerelt oldal B HF ingerelt oldal
® kontroll ellenoldal m HF ellenoldal

9. dbra. Tnl foszforilicio az egyes kisérleti dallatokban. A log(P-Tnl/Tnl) intenzitasok atlagos szintjeit 95%-0s
konfidencia intervallumokkal abrazoltuk az adott allatok mindkét teriiletére nézve. A vizszintes Szaggatott
vonalak a kontroll, illetve a szivelégtelen allatok mindkét teriiletének Gsszesitett, atlagos log(P-Tnl/Tnl) értékét
jelolik. A kontroll allatok log(P-Tnl/Tnl) értékei egy keskenyebb tartomanyt Gleltek fel a szivelégtelen allatok
értékeihez képest.

A kontroll, valamint a szivelégtelen allatok szivizmabdl szdrmazé egyedi, permeabilizalt
szivizomsejtek mechanikai paramétereiben 1étrejovoé lehetséges kiilonbségeket direkt
erdméréssel tanulmanyoztuk (10-12. dbra). Meghataroztuk az egyes szivizomsejtekben ébredd
izometrids  erd Ca2+-érzékenységi gorbéit (Ca2+—er6 Osszefliggések) 2,3 um-es
szarkomerhosszon, majd azokat csoportonként atlagoltuk PKA kezelés el6tt és utan (10. abra,
A-D panelek). A koztes [Ca2+]-knél kialakulé eréértékeket a maximalis Ca?*-aktivalta erSre
(Fo) normalizaltuk, és azokat a pCa fiiggvényében abrazoltuk. Az erdgeneralas Ca®*-
érzékenységének szemléltetése céljabol, valamint a pCasy értékek meghatarozasahoz a
modositott Hill-figgvényt ([1] egyenlet) alkalmaztuk minden egyes szivizomsejten kiilon-

kiilon. A kontroll szivek ingerelt teriileteihez tartozo atlagos pCasp értékek nem kiilonboztek

szignifikdnsan sem a kontroll, sem a szivelégtelen szivek ellenoldali teriiletein kapott
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értékektdl PKA kezelést megelézoen (a pCasp értékek rendre 5,77+0,01, 5,75+0,01 ¢és
5,73+0,03 voltak a kontroll ingerelt, kontroll ellenoldali és HF ellenoldali teriileteken).
Ugyanakkor a szivelégtelen allatok szivizmanak ingerelt teriiletein mért atlagos pCasp érték
(és ebbdl kifolyolag az izometrids erd Ca2+-érzékenysége) szignifikansan magasabbnak
adodott (5,86+0,03; P<0,05) mindharom csoporthoz képest. Mindemellett a PKA expozicio
ennél a csoportnal csokkentette legnagyobb mértékben a pCasp értéket, eltlintetve ezzel a négy
csoport kozti, Ca2+-érzékenységben megfigyelt kiilonbséget. A maximalis, valamint a félérték
kozeli [Ca*"]-k kivaltotta egyedi kontraktirdk reprezentativ erdgorbéi a 11. dbran lathatoak a
kontroll és a szivelégtelen ingerelt csoportban PKA kezelés eldtt és utan. A pCasg értékek
closzlasai az aramlasi citometriai mérések soran kapott eloszlas hisztogramok
jellegzetességeit tiikkrozték, igy ezen mérések dsszhangban élltak a biokémiai és hisztokémiai
eredményekkel is (12. abra, A-D panelek). Ezen tilmenden az in vitro PKA kezelés Ca*'-
érzékenységre gyakorolt hatdsa a szivelégtelen ingerelt oldalon minden mas csoporthoz
képest szélesebb tartomanyt feldleld csokkenést eredményezett a pCasy értékekbdl képzett
eloszlasokban. Az atlagos Fo, Fpus-i €s a keresztkotési kinetikara érzékeny Kirmax értékek a 3.
tablazatban taldlhatoak. A szivelégtelen ingerelt oldalon mért F,u-n szignifikdnsan
nagyobbnak adodott a szivelégtelen ellenoldalhoz képest, de nem talaltunk kiilonbséget a
csoportok k6zott a Fo és a ki max értékek tekintetében.

Egy kiilonallé tanulmanyban megvizsgaltuk a szivizomsejtek mechanikai paramétereinek
hosszfliggd sajatossagait 1,9, majd 2,3 pum-es szarkomerhosszakon végzett erOmeérések
segitségével. A Fo és Fpun értékek-, valamint a miofilamentaris Ca2+-érzékenység
hosszfiiggésének meghatarozasakor azt taldltuk, hogy a szivizomsejtek megnyujtasaval
Osszefliggésben 4ll6 mechanikai tulajdonsagok megtartottak maradtak az elektromos

ingerléssel kivaltott szivelégtelenség kifejlodése soran.
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10. dbra. Az izoldlt sertés szivizomsejtekben meghatdrozott atlagos Ca**—erd dsszefiiggések és pCas, értékek.
A) A szivelégtelen allatok ingerelt és ellenoldali teriileteirdl szarmazo izolalt szivizomsejtek Ca*—erd
sszefiiggései in vitro PKA kezelés elétt és utan. A Ca®*—er6 dsszefiliggés balra tolodasa a szivelégtelen ingerelt
csoportban PKA kezelés eldtt az izometrids eré Ca®'-érzékenységének novekedését illusztralja ezen
szivizomsejtekben a tobbi csoporthoz képest. PKA kezelést kovetéen a Ca®*—eré sszefiiggés jobbra tolodasat
figyeltiik meg. B) A kontroll ingerelt és ellenoldali teriiletekrél szarmazé szivizomsejtek Ca®*—eré gorbéi kozott
csupan kis kiilonbségeket detektaltunk mind in vitro PKA kezelés el6tt, mind azt kovetéen. C) A négy csoport
szivizomsejtjeiben megfigyelt atlagos pCasy értékek in vitro PKA kezelés el6tt és utan. A szivelégtelen allatok
ingerelt teriiletein mért atlagos pCasy érték jelent6sen magasabbnak adodott a tobbi csoportéhoz képest
kiindulasi koriilmények kozott, és ezt a kiilonbséget a PKA kezelés eltiintette (*: P<0,05). D) A pCasg érték PKA
kezelés hatasara bekdvetkezd valtozasanak nagysaga a négy kisérleti csoportban. A PKA kezelés atlagos pCasg
értékre gyakorolt hatasa (ApCasp) a szivelégtelen allatok ingerelt teriiletein volt a legnagyobb (*: P<0,05). A Hill
koefficiens nem kiilonb6zott szignifikansan a négy csoportban a PKA expozicio eldtt és azt kovetden (nHill:

~2,6). (n: csoportonként 10-11 szivizomsejt 3-5 allatbol)
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kezelést kdvetden a szivelégtelen sejt félérték kozeli [Ca®]-nal mért erdértéke a kontrolléhoz hasonld nagysagu

amplitudét mutat (C, D).
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12. abra. Az egyes szivizomsejtekben mért pCas, értékek eloszldsai a négy kisérleti csoportban in vitro PKA

kezelés elott és utan. A, B, C, D) A szivelégtelen allatok ingerelt teriiletein mért pCas, értékek egy szélesebb

tartomanyt 6leltek fel minden mas csoporthoz képest. PKA kezelést kovetden ezen a teriileten is egy keskenyebb

eloszlas volt felfedezhetd a pCasg értékekben. (n: csoportonként 10-11 szivizomsejt 3-5 allatbol)
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Kontroll ingerelt Kontroll ellenoldal HF ingerelt HF ellenoldal
(n=23) (n=20) (n=21) (n=29)
Fo (kN/m?) 12,83 + 1,73 15,47 + 1,84 12,05 + 1,15 16,81 + 1,42
Fpasszir (KN/M?) 1,46 + 0,20 1,69 + 0,43 2,26 + 0,48 1,17+0,11
Kir max (1/s€C) 0,81 + 0,06 0,75 + 0,04 0,82 + 0,05 0,96 + 0,05

3. tabldazat. A direkt eromérések sordn nyert aktiv, passziv erok és a ki m.« dtlagértékei permeabilizalt sertés
szivizomsejtekben. A szamok az atlag + S.E.M. értékeket jeldlik (n: 5 kontroll és 8 szivelégtelen allatbol
szarmazé szivizomsejtek szama; *: P<0,05 HF ingerelt vs. HF ellenoldal).

4.2. Az SR33805 szivizomsejtek Caz+-érzékenységére és endogén proteinkiniz A

aktivitasara gyakorolt hatasai poszt-infarktusos patkanymodellben

Az intakt, el6feszitetlen, Ca®’-fluoreszcencia indikator festékkel feltdltdtt izolalt
szivizomsejtek elektromos stimuldcidja lehetdséget biztositott a sejtek rovidiilésében,
valamint azzal egyidejiileg azok Ca®*-tranziensében bekovetkezé valtozasok vizsgélatara. Az
izolalt, permeabilizalt szivizomsejt preparatumok pedig lehetévé tették a kontraktilis
apparatus tulajdonsdgainak, valamint a miofilamentumok Ca®*-ra adott valaszainak
vizsgélatat a szarkoplazmatikus retikulumbol felszabadul6 Ca?* tartalomtol fiiggetlentl. A
francia laboratoriumban az infarktusos allatokbol szarmazo intakt, izolalt szivizomsejtek
csokkent mértékli rovidiilésének normalizalodéasat igazoltak SR33805 kezelés hatdsara, a
Ca?*-tranziens amplitdddjanak valtozasa nélkiil. Kollaboraciés partnereinkkel kozdsen
egészséges kontroll, valamint infarktuson datesett patkdnyok (MI) izolalt, permeabilizalt
szivizomsejteiben torténd direkt erdmérésekkel vizsgaltuk a kontraktilis rendszer jellemzdit,
tovabba teszteltiik az in vitro SR33805 kezelés hatdsait az infarktuson atesett allatok
szivizomsejtjeinek (MI-SR) kontraktilis paramétereire nézve (13. dbra). A miofilamentumok
Ca2+-érzékenységét egy rovidebb (1,9 pm-es), valamint egy hosszabb (2,3 pm-es)
szarkomerhosszon is meghataroztuk. A miofilamentumok rovidebb szarkomerhosszon mért
Ca?*-érzékenysége nem kiilonbozott a MI csoportban kontrollhoz képest, ugyanakkor in vitro

SR33805 kezelést (10 puM, 10 percig, szobahdmérsékleten) kovetden az jelentOsen
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nagyobbnak adodott (~0,07 pCa egységgel) (13. abra, A panel, 4. tablazat). A sejtek 2,3 um-
re torténd nyujtasa a Ca* —er6 gorbék balra tolodasat eredményezte mind a kontroll, mind a
MI csoportban, amit a pCasg értékek emelkedése jelzett (13. abra, C panel). Ugyanakkor a MI
csoportban megfigyelt Ca**-eré dsszefiiggés nyujtast kovetd balra tolodasa kisebb mértéki
volt kontrollhoz képest, ami Osszhangban allt a korabban megfigyeltekkel [57, 58]. Az
SR33805 kezelés a nagyobb szarkomerhosszon jelentés mértékben fokozta a Ca?*-
érzékenységet a MI csoportban (~0,18 pCa egységgel) (13. abra, A és C panelek). A két
szarkomerhosszon mért pCasg érték kozotti kiilonbséget [ami a kontraktilis rendszer hossz-
fliggd aktivaciojanak indexeként szolgalt (ApCasg)] az SR33805-ben torténd inkubacio teljes
mértékben helyreallitotta a M1 csoportban a szer nagyobb szarkomerhosszon kifejtett er6sebb
hatasa révén (13. abra, D panel). A szivizomsejtek egyéb kontraktilis paraméterei (Fpgssziv, Fo)

hasonlonak adodtak minden csoportban mindkét szarkomerhosszon (4. tablazat).

47



1,07 1,9um 1,07 2,3um
:e :E
() ()
= 0,51 2 0,51
& o
& o kontroll & o kontroll
e Ml o Mi
A MI-SR A MI-SR
0 = T T 1 0' T T 1
6,5 6,0 5,5 5,0 6,5 6,0 55 5,0
pCa pCa
B C D
V—*|
6,11 617 . * ok 025, % _ *
© T 7 I
8 § 601 $g 604 - -
E3 | —x £ 3 0,20-
afeo] T Zlsf| |
— g 1 - ~ @ %
m%xo 5,8' 2 g 5.8' < 0 15-
O% __] SE ’ [
Q f 571 2 § 571
» ] %]
5,6 5,6 0,10
kontroll MI  MI-SR kontroll Ml MI-SR kontroll MI  MI-SR

13. dbra. Az SR33805 hatisai a miofilamentumok Ca®'-érzékenységére izoldlt, permeabilizdlt patkdiny
szivizomsejtekben két kiilonbozé szarkomerhosszon. A) Az izolalt szivizomsejtek 4tlagos Ca**-erd
Osszefiiggéseit 1,9 (bal panel), valamint 2,3 pm-es szarkomerhosszon (jobb panel) mértiikk kontroll (négyzet,
folytonos vonal), MI (kor, folytonos vonal) és SR33805-tel kezelt MI csoportban (MI-SR; haromszog, szaggatott
vonal). A miofilamentumok kisebb (B), illetve nagyobb szarkomerhosszon (C) mért Ca®'-érzékenységét az
atlagos pCaso értékekkel tiintettiik fel. D) A sejtek nyGjtasanak hatasara kialakulo Ca?*-szenzitizaciét a ApCaso

értékek jeldlik. (n=9-15 szivizomsejt 4 allatbol; *: P<0,05)

1,9 pm-es szarkomerhossz 2,3 nm-es szarkomerhossz
Kontroll Ml MI-SR Kontroll Ml MI-SR
(n=15) (n=10) (n=9) (n=15) (n=10) (n=9)
Fo (kN/m?) 47+4 40 +3 44 +3 50 +3 47+3 45+3
Fpassi (KN/M?) [ 0,9£0,2 [ 0,9+0,3 12+0,1 11,5+0,7 94+1.2 123+15
pCas, 5,75+0,02 | 5,74+0,03 | 5,81+0,02%" | 598+0,02 | 5,88+0,03* | 6,04=0,02%"

4. tablazat. A direkt erdmérések sordn nyert aktiv, passziv erdék és pCasy dtlagértékei permeabilizdlt patkdany

szivizomsejtekben. A szamok az atlag = S.E.M. értékeket jelolik. (n=9-15 szivizomsejt 4 allatbol; *: P<0,05 vs.

kontroll; *: P<0,05 MI vs. MI-SR)
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Annak megitélésére, hogy vajon az SR33805 szivizomsejtekre gyakorolt hatasdnak
hatterében felfedezhet6-e a kontraktilis erdgeneracidt szabalyzo fehérjék foszforilacios
allapotanak modosulasa, az allatokbol szarmazdé permeabilizalt, megnytjtott izom
preparatumokbdl nyert mintdkban meghataroztuk a Tnl és MLC2 fehérjék foszforilacios
szintjeit Western blot analizissel (14. é&bra). A MI csokkentette az MLC2 fehérje
foszforilaciojat ~33%-kal (14. abra, A panel), ami szintén dsszhangban allt a korabban kapott
eredményekkel [57, 58]. Az SR33805 kis mértékben ugyan, de szignifikansan novelte az
MLC2 foszforilaciot a MI csoportban, jollehet, az 22%-al tovabbra is elmaradt a kontroll
allatokban mértektdl. A Tnl fehérje foszforilaciojanak megitélésére egy, a Ser23/24 helyekre
(a f6 cAMP-dependens PKA foszforilacios hely) specifikus foszforilaciot felismerd antitestet
hasznaltunk. A Tnl foszforilacié magasabbnak adddott a MI csoportban, amit az SR33805-tel
torténd inkubdacid jelentds mértékben csokkentett az MI (~-30%), valamint a kontroll
sejtekhez (~-20%) képest (14. abra, B panel).

Ezen Tnl foszforilacioban bekovetkezd SR33805 indukalta redukcio emelkedett foszfataz,
vagy csokkent PKA aktivitdsra engedett kdvetkeztetni. Ennek eldontésére az SR33805 PKA
aktivitasra gyakorolt hatdsait radioaktiv aktivitasi esszével vizsgaltuk meg (14. abra, C panel).
Els6ként rekombinans PKA-t hasznaltunk, hogy megvizsgaljuk a szer esetleges direkt, a
kindzzal 1étrejovo interakcidjat. A rekombinans PKA aktivitast a 10 puM-os SR33805 kezelés
egy standard PKA inhibitor (H-89) altal eléidézett redukcidohoz hasonld mértékben
csokkentette. Ezen megfigyelés arra engedett kovetkeztetni, hogy az SR33805 képes
kozvetlenill gatolni a PKA-t in vitro. A szer inhibitérikus hatasat a kontroll patkany szivek
endogén PKA aktivitasan is teszteltiik, és hasonldé eredményt kaptunk, mint a rekombinans

PKA esetében (14. abra, C panel).
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14. dbra. Az SR33805 hatdsa a patkdny szivizomsejtek fehérjéinek foszforilacidjira, valamint a PKA
aktivitasra. A) Az MLC2 fehérje foszforilalt (P-MLC2) és nem foszforilalt formajat urea gélen szeparaltuk, és
Western blot analizissel jelenitettilk meg kardialis MLC2 ellenes antitestet hasznalva. A kisérleteket kontroll, MI
és SR33805-tel kezelt infarktusos szivizomnyaldbokon végeztiik. B) Western immunoblot soran meghataroztuk
az 0ssz-, illetve foszforilalt Tnl mennyiségeket kardialis Tnl ellenes, valamint PKA-specifikus P-Tnl ellenes
antitestekkel. Mindkét fehérje foszforilacidos szintjét azok Osszmennyiségéhez képest, valamint a kontroll
mintakban mért szintekre normalizalva fejeztilk ki (n=5 sziv). C) A 10 uM koncentracioji SR33805 PKA
aktivitasra gyakorolt hatasat radioaktiv esszével hataroztuk meg rekombinans, vagy a kontroll allatok szivébol
nyert endogén PKA segitségével. A H-89 egy PKA inhibitor, ami kontrollként szolgalt a PKA aktivitas gatlasara
nézve (50 nM). (n=3 kisérlet; *P<0,05)

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

érzékenységének fokozodasahoz vezetett.
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5. Megbeszélés

5.1. Cellularis inhomogenitas a regionalis kontraktilis diszfunkcié hatterében az

elektomos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség soran

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

A kamrai kontraktilis valaszokban 1étrejovd diszszinkroniat a BK remodellacié kapcesan
fellépd mechanikai diszfunkci6 egyik fontos tényezdjeként tartjak szamon, igy az elektromos
reszinkronizacié eldnyt nyudjthat a szignifikdns QRS megnytlassal rendelkezd szivelégtelen
betegek szamara [59]. Az elektromos stimulalas hatasara kialakulo szivelégtelenség
kiilonb6z6 modelljeiben szdmos alkalommal irtak le miokardiumot érintd regionalis
kiilonbségeket [45, 52, 60-62]. Altatott, nyitott mellkast kutyak BK-inak ingerelt teriiletén
fellépd falmozgaszavar korai rovidiiléshez és késdi szisztolés hosszabbodashoz vezetett, mig
a tavoli teriileteken a rovidiilési mintazat megtartott maradt [61]. Ezen régio-specifikus
valtozasok Iétrejottét szamos mechanizmussal probaltdk magyarazni, melyek a matrix
metalloproteinaz-9 aktivaciotol kezdve [61] az egyes fehérjék (pl. foszforilalt ERK mitogén-
aktivalta proteinkinaz, SERCA2, foszfolamban, konnexin 43) transzmurélisan, valamint
kamran beliil Iétrejové expresszios gradiensének kifejlodéséig terjednek [60, 63]. A
parakrin/autokrin jelatvitel szerepét szintén hangsulyoztak az elektromos ingerléssel kivaltott
szivelégtelenség sordn megfigyelt regionalis szovetmodosulasok feltételezett mechanizmusai
kozott. A kardiotropin-1 fehérje expresszidjaval kapcsolatban példaul azt talaltak, hogy az

kifejezetten az ingerld elektroda kornyezetében né meg [64]. Az elektromos ingerléssel
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kivaltott szivelégtelenség egyik kutya modelljében a mitokondrialis bioenergetikai enzimek,
valamint a respiracios lanc alegység és apoptozis fehérjék expresszids mintazatanak
Osszehangolt eltolodasat is megfigyelték, melyeket a mitokondriumok regionalis eloszlasaval,
illetve azok kiilonb6z6 alpopulacidival is kapcsolatba hoztak [62]. Mindezek ellenére jelenleg
még nem teljesen tisztazott, hogy mely jelatviteli utvonalak érintettek elsésorban a regionalis
mechanikai valtozasok létrejéttében, és hogy ezek hogyan kapcsolédnak a miofilamentumok
Ca®*-ra adott vélaszaihoz és/vagy a szivizomsejtek Ca®*-homeosztazisahoz [43, 44, 65].
Mindazonaltal csalogatonak tiinik az a spekulacio miszerint a natriuretikus peptidekre adott
parakrin valaszok Osszefligghetnek a cGMP- és cAMP-dependens intracellularis jelatviteli
utvonalakkal [66].

Tekintettel a P-adrenerg kaszkdd miokardidlis kontraktilitds szabalyzasban betoltott
kozponti szerepére, szdmos kordbbi tanulmany feltételezte annak részvételét az elektromos
ingerléssel kivaltott szivelégtelenségben megfigyelhetd regiondlis jellegzetességek
kialakulasdban. Az efferens szimpatikus funkciok és a PB-adrenerg valaszok csokkentek az
elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelen kutyamodellben, méghozza régio-specifikus
funkcionalis valtozasok mellett [67, 68], jollehet, a B-adrenerg jelatvitel biokémiai és
cellularis paraméterei nem mutattak egyértelmiien regionalis jellegzetességeket [67, 69-71]. A
miofilamentumok szintjén a bazalis B-adrenerg jelatvitelben bekovetkezd csokkenés a
miofibrillaris erégeneralas Ca2+-érzékenységének fokozodasat feltételezné, ami egy olyan
valtozas, amit gyakran hoznak Osszefiiggésbe a Tnl és MyBP-C fehérjék osszehangolt
hipofoszforilaciojaval [10, 72, 73]. A miofilamentaris Ca’*-valaszok in situ meghatarozasa
soran nyert kisérleti adatok a miofibrillaris erégeneradcid megdrzott, vagy csokkent Ca*-
érzékenységére utaltak elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelen kutyamodellben [74].
Tovéabba, hasonld sertés modellben az alacsony dozisu dobutamin stimulaciora adott BK

kontraktilis valaszok relativ novekedése nagyobbnak adodott az ingerelt, mint az ellenoldali
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teriileten, jollehet a kiindulasi kontraktilitas csokkent volt az ingerelt teriileten az
ellenoldalhoz képest [75].

Kisérleteink soran az elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenség sertés modelljében
1étrejovo, feltételezhetéen Kisebb PKA-medialt Tnl foszforilacionak nemcsak regionalis,
hanem intraregionalis aspektusait is meg kivantuk vizsgalni. A kisérleti allatokban végzett
MRI vizsgalatok regionalis kontraktilis diszfunkciot detektaltak, amely nagyobb mértékben
csokkentette a BK szisztolés falvastagodast és cirkumferencidlis rovidiilést az ingerelt, mint
az ellenoldali teriileteken (~7% vs. ~31% ¢és ~-5% vs. ~-7% az ingerelt és ellenoldali
tertileteken). Azt feltételeztiik, hogy a mechanikai funkcidoban 1étrejové regionalis
kiilonbségek 0Osszefiigghetnek a p-adrenerg rendszer vezérelte Tnl foszforilacidoban
bekovetkezo szoveti szintli valtozasokkal.

Back-foszforilacios esszé segitségével jelentdsen csokkent Tnl foszforilaciot tartunk fel a
szivelégtelen allatok ingerelt teriiletein a kontroll allatokhoz képest, egybehangzoan azon
feltételezéssel, miszerint az ingerelt oldalon a f-adrenerg rendszer down-regulacidja jon 1étre.
Az irodalomban elfogadott nézet, hogy a csokkent Tnl foszforilaci6 a miofibrillaris
erdgeneracio Ca2+-érzékenységének (pCasp) novekedését vonhatja maga utan. Ezzel
Osszhangban, kisérleteink soran az atlagos pCasp értékek jelentdsen magasabbnak adodtak a
szivelégtelen szivek ingerelt teriiletein, mint azok ellenoldali vagy a kontroll szivek barmely
teriiletén, és ezen kiilonbségeket az in vitro PKA kezelés eltiintette. Immunhisztokémiai,
aramlasi citometriai és direkt erdmérési kisérleteink eredményei a relativ P-Tnl szintek
jelentésen nagyobb, sejtrol-sejtre kialakuld variabilitasara mutattak ra a szivelégtelen allatok
ingerelt teriiletein. Emellett a szivizomsejtek mechanikai paramétereinek tobbsége megtartott
maradt a szivelégtelen allatok ingerelt teriiletein (pl. az izometrias erd Ca2+-érzékenységének
szarkomerhossz fliggése vagy a Kimax), ami megérzott Frank-Starling-mechanizmusra és

keresztkotési ciklussebességre utal ezekben a szivizomsejtekben. Megfigyeléseink arra
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utalnak, hogy a szivelégtelen ingerelt oldalon mért pCasp értékek tiikrozik a szivizomsejtek
miofilamentaris funkciojaban végbemend valtozasokat, és ez a paraméter Osszefiiggésbe
hozhaté a PKA-dependens Tnl és MyBP-C foszforilacioval. Emiatt azt feltételezziik, hogy a
PKA-dependens kontraktilis fehérje foszforilacié zavara hozzéjarul az elektromos ingerléssel
kivaltott  szivelégtelenség sertés modelljében megfigyelt regionalis kontraktilis
diszfunkciohoz [52].

Az allatok szivének 3 héten 4t tartd folyamatos, nagyfrekvenciaval torténd ingerlése
manifeszt szivelégtelenség kialakuldsahoz vezetett. Ezalatt az allatok feltételezhetéen nagy
stressz hatas, valamint fokozott szimpatikus tonus alatt alltak. Azt feltételeztiik, hogy ennek
kovetkeztében a szivizomsejtek B-adrenerg receptorainak down-regulacioja alakul ki, ami
tetten érhetd volt mind a back-foszforilacios esszével és aramlési citometriai mérésekkel
igazolt atlagos P-Tnl szint csokkenésben, mind az izolalt szivizomsejtek Ca®'-
érzékenységének novekedésében. A fenti eltérések a szivizom ellenoldali teriiletein nem
voltak kimutathatoak, ami a sejtmembranok felszinén 1évd B-adrenerg receptorok szamanak
megorzottségére utal.

Ezen kiviil az sem zarhat6 ki, hogy az ingerelt oldalon egyéb miofilamentaris fehérjék (pl.
titin) PKA-dependens hipofoszforilacioja jarul hozza a nagyobb F,.» kialakulasahoz, igy az
ezen szivekben megfigyelt BK végdiasztolés nyomasemelkedés 1étrejottéhez (~6 Hgmm-rol
~20 Hgmm-re) [76]. Mindazonaltal jelen vizsgalataink alapjan nem egyértelmi, hogy a
miofilamentéris fehérje foszforilacidban létrejovd regiondlis eltérések milyen mértékben
mitkodnek kozre a funkcionalis hemodinamikai valtozasokban (pl. az ejekcios frakcio ~76%-
r6l ~35%-ra valo csokkenésében) [52].

Legjobb tudomasunk szerint elséként tanulmanyoztuk a szivizomsejtek Tnl
foszforilacigjanak szdveti szintli inhomogenitasat nem iszkémids eredetli szivelégtelenségben

crer

néhany érzékeny modszer kombindcidjaval (fehérje biokémia, hisztokémia, direkt
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eromérések, valamint aramlési citometria). Korabban mar beszdmoltak a kontraktilis fehérje
foszforilacid transzmuralis gradiensének csokkenésérol poszt-iszkémids patkanymodell
miokardialis remodellacidja kapcsan [58], jollehet, hasonld jellegzetességeket nem talaltak
elektromos ingerléssel kivaltott szivelégtelenségben szenved6 kutyakban [63]. Adataink arra
mutattak ra, hogy a Tnl foszforilacidé szintje szélesebb tartomanyt olelhet fel az ingerld
elektroda kornyezetében, mint mashol, valamint az jelentésen eltérd lehet az egyes
egymashoz kozelallo szivizomsejt csoportosulasok kézott az elektromos ingerléssel kivaltott
szivelégtelenség 1étrejotte soran. Jelenleg nem tudunk magyarazattal szolgalni a P-Tnl
jelintenzitas ezen eloszldsi mintazatara vonatkozoan; azt feltételezziik, hogy annak létrejotte a
stimulalo elektromos aram miokardiumra gyakorolt kozvetlen fizikai hatasaival dsszefiigghet.
kovetkezményesen szivelégtelenséghez vezetett, amit az elektromos stimuladcidhoz kozeli
teriileteken a PKA-medialt Tnl foszforilacio atlagos csokkenésével lehetett jellemezni. A
PKA-dependens Tnl foszforilacié szintje a BK ingerelt teriileteken nagyobb mértéki, sejtrdl-
sejtre kialakuld valtozékonysagot mutatott a tdvolabbi vagy a kontroll szivek barmely
teriiletéhez képest. Ezen [-adrenerg-dependens valtozoban bekovetkezd intraregionalis
inhomogenitds hatassal van a miofibrillaris erégeneralas Ca2+-érzékenységére, igy ennek
kovetkeztében hozzajarulhat a diszszinkron, és emiatt csokkent BK kontrakciohoz az

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

patkanymodellben

Kisérleteink soran poszt-infarktusos patkany modellben vizsgaltuk az SR33805 hatasait a
szivizom kontraktilis tulajdonsagaira nézve. Az allatokat a bal anterior leszall6 koszoruér
proximalis ligaciojat kovetd 18. héten tanulmanyoztuk, amikorra az allatok szivében lezajlott
infarktus minden bizonnyal funkcionalis karosoddsokat hozott 1étre. Az ekkor elvégzett
echokardiografias és szoveti Doppler mérések soran kollaboracids partnereink az SR33805
kontraktilitas-fokozo hatasat figyelték meg in vivo, melyet részben az intakt, infarktusos
szivizomsejtekben in vitro végzett vizsgalatok eredményei is visszatiikroztek. Ezek soran az
infarktusos sejtek csokkent mértékii rovidiilésének SR33805 kezelés hatasara bekovetkezd
normalizalédasat figyelttk meg, amely nem volt magyardzhatd a Ca®*-tranziens
amplitaddjanak valtozdsaval. Az SR33805 pozitiv inotrop hatasait permeabilizalt szivizomsejt
preparatumokon torténd direkt erdmérésekkel is megerdsitettiik, melyek soran a szer fokozta a
miofilamentumok Ca?*-érzékenységét. Ennek hatterében az MLC2 fehérje foszforilaciojanak
SR33805 kezelés hatdsira bekovetkezd kismértékli ndvekedése, valamint a Tnl fehérje
foszforilacio jelentds mértékli csokkenése allhatott, mely PKA aktivitds méréseink
eredményei alapjan az SR33805 PKA-gatlo szerepével fligghetett ossze.

Kordbban megfigyelték, hogy miokardidlis infarktust kovetéen a szivizom kontraktilitas
fokozasa novelheti a szivizom karosodas mértékét, valamint tovabb ronthatja a csokkent
pumpafunkciot [77]. Jollehet, a kontraktilitas fokozodast az L-tipusu Ca®* csatornak B2
alegységének overexpresszidjaval, és az ebb8l adodo Ca®* felszabaduls fokozasaval érték el,
ami a klinikumban hasznalt terapidval ellentétes stratégia. A jelenlegi klinikai iranyelvek
szerint miokardialis infarktusban a [-adrenerg rendszer katekolaminok 4altal torténd
stimulédlasa csak akut szivelégtelenség esetén indokolt, akkor is csak rovid ideig, a keringés
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tamogatasara. Hosszutdvon pumpafunkcid rezerv létrehozasa, valamint a Ca**-terhelésbol
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adodo aritmidk csokkentése a cél, ami [-blokkold terapidval érhetd el. Kronikus
szivelégtelenségben a kontraktilis diszfunkcié javitasara a miofilamentumokon kdézvetleniil
hatd Ca**-érzékenyits szerek azonban elviekben hasznalhatoak. Legjobb tudomésunk szerint
elészor tanulmanyoztuk a Ca2+-érzékenyit6 tulajdonsaggal is rendelkezd Ca**-csatorna
blokkolé SR33805 hatasait korosan atépiilt szivizmon.

Az in vivo végzett echokardiografias kisérletek arra mutattak ra, hogy az SR33805 fokozza
a BK kontraktilitdst patkdny szivben. Ezen eredmények Osszhangban allnak altatott, nyitott
mellkastt kutydkon végzett vizsgdlatokkal, ahol az intravénasan alkalmazott SR33805
jelentdsen fokozta a szegmentalis rovidiilést [51]. Jollehet, ezen megfigyeléseket nem
magyaraztadk az SR33805-tel kapcsolatban altalaban leirt vazorelaxans, illetve Ca®*-csatorna
blokkold hatasok, igy tovabbi vizsgalatok voltak sziikségesek annak eldontésére, hogy az
SR33805 miokardiumra gyakorolt jotékony hatdsai milyen egyéb lehetséges mechanizmusok
utjan valosulhatnak meg.

Korabbi tanulmanyokban részletesen bemutattak az SR33805 hatasat egészséges patkany
szivizom kontraktilis filamentumain, ahol is a Kis koncentracioban alkalmazott szer (0,01 uM)
novelte a maximalis Ca®*-aktivélta ert a Ca**-érzékenység jelentSsebb befolyasolasa nélkiil,
mig a nagyobb koncentraciéban alkalmazott szer (1-10 uM) kifejezetten novelte a kontraktilis
rendszer Ca2+-érzékenységét, kiilonosen a nagyobb szarkomerhosszon (2,3 pm) [49]. Erdekes
moédon az SR33805 - a kontroll szivizomsejtekkel ellentétben - nem befolyéasolta a Ca**-
tranzienst szivelégtelen szivizomsejtekben. Ennek egyik lehetséges magyarazata az SR33805
Ca®*-blokkolo hatasanak membrépotencialtél vald fiiggése, hiszen korabban mind a
vaszkularis [51], mind a szivizom mintakon végzett kisérletekben [77] azt talaltak, hogy a
szer Ca’*-blokkol6 hatasa alacsonyabb volt depolarizalt preparatumok esetében. Hasonlo
effektus okozhatja az SR33805 szivelégtelen szivizomsejtek Ca**-tranziensének

amplitddgjara gyakorolt hatastalansadgat is. Egy masik magyarazatként a szivizomsejtek
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intracellularis metabolikus kornyezetének szivelégtelenség soran bekodvetkezd megvaltozasa
szolgalhat.

Mai napig vitatott kérdés, hogy a Caz+-érzékenyit6k alkalmazasanal potencialis veszélyt
jelent-e a diasztolés diszfunkcio felerésitése, melyet az intracellularis [Ca2+] diasztolés
szintjére adott fokozott érzékenység indukalhat [78, 79]. Az egyetlen Ca**-érzékenyitd szer,
amely eljutott a klinikai vizsgéalatok szintjére, a levosimendan, nem befolyasolta
kedvezotlenill a relaxacio idejét [80], s6t, némi luzitrop hatast is mutatott egészséges és
szivelégtelen kutyakban [81]. Hasonloképp, az SR33805 in vivo hatasait célzd vizsgalatok
soran sem volt felfedezhetd a szer relaxacids id6t prolongald hatésa, csakigy, mint az intakt
szivizomsejteken tortént mérések alatt, ahol is az SR33805 kezelés hatasara gyorsabb Ca®*-
tranziens lecsengés, valamint relaxacid volt megfigyelhetd, mely a Ca®* fokozott
szarkoplazmatikus felvételére engedett kovetkeztetni. Az SR33805 kezelés ezen jotékony
hatasai mellett a permeabilizalt szivizomsejteken végzett mérések soran sem talaltunk a
passziv fesziilésben bekovetkezd ndvekedést, ami arra utal, hogy a szer a diasztolés funkcid
passziv komponensére sincs kedvezOtlen hatdssal. Az intakt szivizomsejtek vizsgalatabol
kideriilt, hogy az SR33805 kezelés normalizélta az infarktusos szivizomsejtek karosodott
kontrakcios és relaxacios sebességét. Hasonld, kontrakcidt érintd valtozasokat figyeltek meg
MLC-kinazt overexpresszald szivizomsejtekben, melyekben az MLC2 foszforilacios szintje
magasabbnak adodott [82]. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a miofilamentumok
Ezek alapjan az altalunk megfigyelt, SR33805 hatasara létrejovéO magasabb MLC2
foszforilacid, ugyan kismértékii volt, de hozzdjarulhatott a sejtek gyorsabb aktivaciojanak és
pontos mechanizmusa egyelére még tisztazatlan. Felmeriil, hogy a szer ezen hatasa az
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intracellularis Ca? -szignalizacio befolyasoldsan, azaz a Ca**-homeosztazis szabalyozasaban

58



részt vevd fehérjék funkcidjanak megvaltozasan keresztiill jon létre. EbbOl adoddan az
SR33805 Ca’**-homeosztazisban betdltott szerepének tisztazasara tovabbi kisérletek
sziikségesek.

Az SR33805 egyik érdekes jellemzdje a szer Ca2+-érzékenységre gyakorolt hatasaiban
megfigyelt hossz-fiiggd sajatossag. Mig 1,9 um-es szarkomerhosszon egy kismértékii, de
szignifikans, 2,3 um-es szarkomerhosszon egy sokkal kifejezettebb Ca®*-érzékenység fokozo
hatast lehetett felfedezni. Ez az infarktusos szivizomsejtek kontrollokhoz képesti csdkkent
hosszfiiggd aktivacidjanak (ApCasp) normalizalodasat eredményezte. A szer hasonld hatasat
figyelték meg egy korabbi tanulméanyban kontroll szivizomsejteken [49]. Erdekes modon mas
Ca2+-érzékenyit6 tulajdonsaga  vegyiiletek esetében (pl. EMD 57033, CGP-48506,
kalmidazo6lium) ¢épp ellenkezd hatasrdl, a permeabilizalt szivizomsejtek hosszfliggd
aktivaciojanak csokkenésérél szamoltak be [83]. A szivizomsejtek hosszfiiggd aktivacioja
képezi a Frank-Starling mechanizmus cellularis alapjat, ami alapfeltétele a normal
szivmiikodésnek. A hosszfliggd aktivacio - és értelemszeriien a Frank-Starling mechanizmus -
molekularis alapja, valamint az SR33805 erre gyakorolt hatdsa egyelére még tisztazatlan.
Val6szinlisithetd azonban, hogy az MLC2 fehérje foszforilaciojanak fokozasa szerepet jatszik
az infarktusos szivizomsejtek hosszfiiggd aktivaciojanak helyreéllitadsaban, noha a kisérleteink
soran ezen paraméterben megfigyelt kismértékii valtozas felveti mas mechanizmusok szerepét
IS.

A Ca2+-érzékenyit6 tulajdonsaggal bird vegyliletek pozitiv inotrop hatasaikat a troponin
komplex direkt befolyasoldsan, vagy a keresztkotési kinetika facilitalasan keresztiil fejtik ki.
Kisérleteink alapjan nem zarhato ki az SR33805 troponin fehérjékre gyakorolt direkt hatasa,
azt azonban tovabbi kisérletekkel sziikséges igazolni. Biokémiai kisérleteink a troponin I
fehérje PKA-specifikus foszforilaciojanak nodvekedését tamasztottak ald az infarktusos

allatokbdl szarmazo szivizommintdkban, ami 0Osszhangban allt ezen allatok fokozott
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szimpatikus idegrendszeri aktivacidjaval, valamint azok kontraktilis fehérjéinek csokkent
Ca2+-érzékenységével. Szivelégtelenség soran az adekvat perctérfogat fenntartasdnak
érdekében fokozott szimpatikus idegrendszeri aktivacidé jon létre. Ez fokozott B-receptor
aktivacidhoz, és szamos, az excitacids-kontrakcios kapcsolasban résztvevo fehérje PKA-
medialt foszforildciojdhoz vezet. A szivelégtelenség eldrehaladott stadiumaban a fokozott
szimpatikus idegrendszeri aktivacio a -adrenerg receptorok deszenzitizacidjahoz vezet, ami a
arra utalnak, hogy az SR33805 gatolta az infarktuson atesett patkany szivizomsejtekben a
PKA aktivitdsat, ami a csokkent Tnl foszforilacion keresztil magyardzhatja a
miofilamentumok Ca®" iranti szenzitizaciojat az SR33805 kezelést kovetéen. Ebben a
tekintetben az SR33805 egyediilallonak tlinik a Ca2+-érzékenyit6 szerek csaladjaban, mivel
ezen anyagok némelyike épp a foszfodiészteraz aktivitasra fejt ki gatlé hatast, ami fokozott
cAMP szinteket eredményez, és kovetkezményesen ndveli a Tnl fehérjén talalhato PKA-
specifikus foszforilacidés helyek telitettségét. Ezzel szemben kisérleti eredményeink az
SR33805 direkt PKA gatld hatasat igazoltak, ami inkabb a [-receptor blokkolok
hatdsmechanizmuséara emlékeztet.

Osszefoglalva, az SR33805 fokozta az infarktuson 4tesett patkanyokbdl szarmazod
szivizomsejtek Caz+-érzékenységét. Ennek hatterében a kontraktilitast szabalyz6 fehérjék
foszforilacids allapotdban bekovetkezd valtozasokat igazoltuk, amit a szer részben a PKA
aktivitas direkt gatlasaval ért el, a Ca?*-homeosztazisban bekovetkezd karos kovetkezmények
nélkiil. Mindezek alapjan az SR33805 kezelés in vitro igazolt jotékony hatasai hozzajarultak
az allatokban in vivo megfigyelt kontraktilitas javulasahoz, igy a szer potencialis terapias

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

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

Kisérleteink soran azt kivantuk megvizsgalni, hogy az elektromos ingerléssel kivaltott
szivelégtelenségben megfigyelt regionalis kontraktilis diszfunkcio hatterében felfedezhetok-e
a szivizomsejtek miofibrillaris fehérjéinek foszforilaciés valtozasai. Emellett poszt-
infarktusos allatmodellben tesztelni kivantuk - a korosan atépiilt szivizmon kordbban még
nem vizsgalt - Ca?*-csatorna blokkolo SR33805 lehetséges Caz+-érzékenyit6 hatésait.

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

Eredményeink ramutatnak a szivelégtelenség soran tapasztalt regiondlis kontraktilis
diszfunkci6 molekularis aspektusaira, tovabba felhivjdk a figyelmet egy uj tipusu
farmakologiai Ca”*-érzékenyité mechanizmusra, mely a szivelégtelenség terapidja soran a

jovOben talan kiaknazhato lehet.
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Summary

At present the molecular background of chronic heart failure is not yet completely
understood. Therefore, revealing the pathophysiology of the disease in detail can contribute to
development of new therapeutic approaches of heart failure.

During our experiments we investigated, whether changes in myofilamentary protein
phosphorylation can be associated with the in vivo found regional contractile dysfunction in
pacing-induced heart failure. Furthermore, on a post-ischemic rat model we aimed to evaluate
the possible Ca**-sensitizing effect of SR33805, a potent Ca**-channel blocker that has never
been previously tested in pathological conditions of the cardiovascular system.

During our investigations we made the following key observations: 1) In the porcine model
of pacing-induced heart failure an overall decrease in protein kinase A-mediated troponin |
phosphorylation can be characterized close to the site of electrical stimulation, which exhibits
a large degree of cell-to-cell variability. 2) Heterogeneous remodeling of the failing
myocardium which accompanies pacing-induced heart failure alters the Ca**-sensitivity of
myofibrillar force production and may thereby contribute to regional contractile abnormalities
observed in the animals in vivo. 3) SR33805 modulates the phosphorylation status of
regulatory proteins of myofilamentary contractile function in post-ischemic rat myocardium,
This result correlates in part with direct inhibition of protein kinase A activity. 4) SR33805
thus, increases Ca?*-sensitivity in isolated rat cardiomyocytes, thereby contributing to
improved contractility of ischemic failing hearts in vivo.

Major conclusions: outcomes of the present investigations improve insight into molecular
aspects of heart failure-associated regional contractile dysfunction, and illustrate the
possibility for a new pharmacological Ca?*-sensitizing mechanism in future heart failure

therapies.
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Abstract We tested the hypothesis that myocardial con-
tractile protein phosphorylation and the Ca®" sensitivity of
force production are dysregulated in a porcine model of
pacing-induced heart failure (HF). The level of protein
kinase A (PKA)-dependent cardiac troponin I (Tnl) phos-
phorylation was lower in the myocardium surrounding the
pacing electrode (pacing site) of the failing left ventricle
(LV) than in the controls. Immunohistochemical assays of
the LV pacing site pointed to isolated clusters of cardio-
myocytes exhibiting a reduced level of phosphorylated
Tnl. Flow cytometry on isolated and permeabilized
cardiomyocytes revealed a significantly larger cell-to-cell
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variation in the level of Tnl phosphorylation of the LV
pacing site than in the opposite region in HF or in either
region in the controls: the interquartile range (IQR) on the
distribution histogram of relative Tnl phosphorylation was
wider at the pacing site (IQR = 0.53) than that at the
remote site of HF (IQR = 0.42; P = 0.0047) or that of the
free wall of the control animals (IQR = 0.36; P = 0.0093).
Additionally, the Ca** sensitivities of isometric force pro-
duction were higher and appeared to be more variable in
single permeabilized cardiomyocytes from the HF pacing
site than in the healthy myocardium. In conclusion, the level
of PKA-dependent Tnl phosphorylation and the Ca®" sen-
sitivity of force production exhibited a high cell-to-cell
variability at the LV pacing site, possibly explaining the
abnormalities of the regional myocardial contractile func-
tion in a porcine model of pacing-induced HF.

Keywords Cardiac function - Pacing-induced heart
failure - f-adrenergic signaling - Dilated cardiomyopathy -
Cardiac troponin I

Introduction

Changes in the expression and post-translational modifi-
cations of myocardial proteins occur in the molecular
background of myocardial remodeling during the devel-
opment of chronic heart failure (HF). These alterations
affect the myocardial structure and are responsible for
disturbances in cellular functions ranging from intracellular
signaling through cardiomyocyte contractility to metabo-
lism. In this context, a number of studies have implicated
the involvement of myofilamentary proteins in the pro-
gressive decay of the myocardial function [12, 30, 33, 42].
In the failing human heart, a downgraded pf-adrenergic
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responsiveness was found to be associated with an
increased Ca”" sensitivity of force production through a
diminished level of protein kinase A (PKA)-mediated tro-
ponin I (Tnl) and myosin-binding protein-C (MyBP-C)
phosphorylation [6, 27, 41, 43-45], although these rela-
tionships were not fully confirmed in all models of HF
[4, 5, 28, 37]. Some of the discrepancies arise from the
complexity of the human pathology, the difficulty of finding
reliable human control materials, and possible species-
dependent differences between signaling pathways in large
and small mammals [26, 35]. It follows that investigations in
large animal models of HF are of great importance, as they
will possibly elucidate HF-specific protein alterations with
direct relevance for the human pathology.

A well-established large animal model of HF, induced by
continuous cardiac pacing at a frequency three- to fourfold
higher than the spontaneous heart rate, is mostly applied to
dogs, pigs, sheep, and monkeys [15, 34]. One characteristic
of this model is the presence of regional differences in
functional and molecular remodeling. For example, in a
canine tachy-pacing HF model, regional differences were
noted in the extent of action potential prolongation and
intracellular Ca®>" homeostasis abnormalities [1]. More-
over, cardiac resynchronization therapy in these hearts
furnished non-uniform responses [2]. In a porcine model of
HF, sustained pacing-induced dyssynchronous left ventric-
ular (LV) activation caused more pronounced decreases in
LV systolic thickening and circumferential shortening in
the anterior/anterolateral region (pacing site) as compared
with the inferoseptal region (opposite site) (to ~7 vs.
~31% and to ~—5 vs. ~—7%, respectively), which were
unrelated to a uniform increase in glucose uptake in the
corresponding regions [further parameters of in vivo
hemodynamic alterations of this model have been detailed
in a previous study [23] (p. H2750, Table 1)]. However,
these changes did correlate with an asymmetrical myocar-
dial expression of natriuretic peptides [10].

In the present study, we set out to investigate a hypo-
thetical relationship between PKA-dependent myofilament
hypophosphorylation and the contractile dysfunction in a
porcine model of pacing-induced HF. With a view to
analyzing PKA-dependent Tnl phosphorylation at the tis-
sue and cellular levels, we performed biochemical studies
(back-phosphorylation) in tissue homogenates, immuno-
histochemical studies in LV tissue slices, and flow cyto-
metric assays in a large number of permeabilized
cardiomyocytes isolated from paced and non-paced regions
of failing LVs. To assess functional correlates, we mea-
sured the Ca”" sensitivity of isometric force production
(pCaso) and additional mechanical parameters of isolated
cardiomyocytes of failing and healthy hearts.

Our data revealed disparate myocardial tissue charac-
teristics within the LV of the HF animals and hence sug-
gested a plausible explanation for the dyssynchronous LV
activation.

Materials and methods
Experimental tissue material

Ten male, sexually mature minipigs (35-40 kg) were
chronically instrumented in the laboratory of the Sector of
Medicine, Scuola Superiore Sant’ Anna, Pisa, Italy. HF was
induced by pacing the LV anterior wall at 180 beats/min
for 3 weeks. Pigs were considered to develop severe HF
when the LV end-diastolic pressure was >20 mmHg and
the ejection fraction was <40%. Untreated animals were
used as healthy controls. Hemodynamic measurements,
MRI and PET examinations were performed in controls
and in HF animals and identified regional wall motion
abnormalities as reported earlier [23]. The minipigs were
then killed and their hearts were removed, dissected, and
immediately frozen in liquid nitrogen. The anterolateral

Table 1 Descriptive values for the distribution histograms of the flow cytometric experiments

[log(P-Tnl/Tnl)] Control pacing Control opposite HF pacing HF opposite
distribution site (n = 6) site (n = 6) site (n = 6) site (n = 6)
25% percentile —0.45 —0.46 —0.65 —-0.57
Median -0.27 —0.26 —0.37 —0.36

75% percentile —0.09 —0.09 —-0.12 —0.15

IQR 0.36 0.37 0.53+* 0.42
Mean —0.28 -0.29 —0.41%* —0.38

Std. deviation 0.29 0.31 0.43 0.35

Std. error of mean 0.002 0.002 0.003 0.002

Rows in italics were not analyzed statistically since these parameters cannot be interpreted at the single-particle level

* P = 0.0071 HF pacing versus control pacing site
+ P = 0.0093 HF pacing versus control pacing site

# P = 0.0047 HF pacing versus HF opposite site
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wall (pacing site) and inferoseptal region (opposite site) of
the LVs were separated. Transfer of the cardiac samples
between laboratories was performed on dry ice. The pigs
were treated and housed in accordance with the Italian
national guidelines (No. DLGS 27/01/1992, No. 116).

Immunohistochemistry

Porcine heart samples were sectioned in a cryostat at —20°C
to obtain 10-pm-thick slices. All subsequent steps were
performed at room temperature. Slides were fixed with ice-
cold acetone for 5 min and incubated in methanol for
20 min. The fixed slides were then rinsed in PBS (con-
taining 150.7 mM NaCl, 3.22 mM KCI, 0.735 mM
KH,PO,, 8.6 mM Na,HPO,; pH 7.4) and blocked for
20 min in normal goat serum. A monoclonal mouse anti-
Tnl primary antibody (Clone 19C7, Research Diagnostics
Inc., Flanders, USA; 1:500 dilution in PBS-BSA) was used
to analyze Tnl independently of its phosphorylation status,
and a polyclonal rabbit anti-Tnl (phospho S22 + S23)
(Abcam, Cambridge, UK; 1:500 dilution in PBS-BSA) was
employed to assess PKA-mediated Tnl phosphorylation
(P-Tnl). Slides were incubated overnight at +4°C, followed
by a 30-min incubation at room temperature with anti-
mouse-Cy3 (red) and anti-rabbit-Cy2 (green) antibodies
(Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA; 1:200 dilution
in PBS) to visualize cardiac Tnl and its PKA-specific phos-
phorylated form. To assess protein kinase C (PKC)-mediated
Tnl phosphorylation, polyclonal rabbit anti-Tnl primary
antibody (phospho T143) (Abcam, Cambridge, UK; 1:100
dilution in PBS-BSA) was used, followed by overnight
incubation at +4°C, then 30 min incubation at room
temperature with anti-rabbit-Biotin antibody (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME, USA; dilution: 1:200).
Streptavidin-Cy2 (green) was used to visualize PKC-spe-
cific phosphorylation of Tnl. Microscope slides were
mounted with Vectashield mounting medium containing
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Vector Laborato-
ries, Burlingame, CA, USA). Microscopic images of tissue
cuts were recorded with a NIKON Eclipse 80i Fluorescein
microscope, using a NIKON 10x objective (NA:0.30) at
100x magnification. High-quality images were recorded
with an Olympus FluoView 1000 Confocal microscope,
using an Olympus LUCPLFLN 20x objective (NA:0.45)
and digital zoom at 180x and 540x magnifications.

Back-phosphorylation of Tnl

A back-phosphorylation assay was performed to assess the
phosphorylation level of Tnl in protein homogenates of
permeabilized cardiomyocytes [11]. Permeabilized cardio-
myocytes were prepared as described elsewhere [8]. Reac-
tion mixtures contained 40 pl of the isolated cardiomyocyte

fraction {protein concentration 0.5 mg/ml in a modified
isolation solution [in mM: KCl 100, ethylene glycol tetra-
acetic acid (EGTA) 2, MgCl, 1, ATP 0.1, and imidazole
100; pH 7.0; all chemicals from Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA]}, 10 pl of modified isolation solution containing
32P_labeled ATP (final specific activity: 1,500 cpm/pmol),
and 1 pl of PKA [from Sigma, St. Louis, MO, USA,
4,000 U/ml in 6 mg/ml of (dithiothreitol) DTT-containing
modified isolation solution]. The reaction was performed at
room temperature for 15 min. At the end, 50 pl of sodium
dodecyl sulfate (SDS) sample buffer (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) was added and the samples were boiled
for 5 min. Thirty microliters of boiled samples was loaded
onto 10% polyacrylamide gels, separated, and transferred
onto nitrocellulose membranes. Phosphate incorporation
into Tnl was detected by autoradiography (blue-sensitive
RTGB films from Primax, Berlin, Germany). Band inten-
sities (reflecting phosphate incorporation) were determined
by densitometry using Image J software (freeware from
http://www.nih.gov). Optical densities are shown in arbi-
trary units in the Figures.

Western immunoblotting

Porcine LV tissue samples were homogenized in radioim-
mune precipitation assay buffer containing Tris—Cl
50 mM, NaCl 150 mM, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, and
1% sodiumdeoxycholate; pH 7.4. Protein concentrations
were determined by BCA assay (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) using bovine serum albumin (BSA) as standard,
and the concentration of each homogenate was adjusted to
4 mg/ml. The homogenates were then mixed with an equal
volume of 2x SDS sample buffer (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) and were boiled for 10 min before
electrophoresis. 50 pg of proteins was loaded onto 10%
SDS-polyacrylamide gels and, after separation, transferred
to nitrocellulose membranes. The membranes were probed
with antibodies against Tnl (Clone 19C7, Research Diag-
nostics Inc., Flanders, NJ, USA, dilution: 1:5,000) and the
signal was detected with a peroxidase-conjugated anti-
rabbit IgG-specific antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA; dilution: 1:50,000). The bands were visualized
by enhanced chemiluminescence and evaluated with Image
J software. Only bands on the same membrane were used to
avoid alterations due to differences in transfer efficiency or
other technical reasons.

Flow cytometry
LV tissue samples (~0.04 g wet weight) were mechani-
cally disrupted and isolated as described earlier. In brief,

the isolated cells were permeabilized in cell isolation
solution (in mM: MgCl, 1, KCI 100, EGTA 2, ATP 4, and
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imidazole 10; pH 7.0; all chemicals from Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) as described elsewhere [29]. There-
after, the myocytes were incubated on ice for 90 min in
100 pl of isolation solution containing 2 mg/ml BSA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and primary anti-
body. Monoclonal mouse anti-Tnl antibody (Clone 19C7,
Research Diagnostics Inc., Flanders, NJ, USA; dilution:
1:200), and a phosphorylation-sensitive polyclonal rabbit
anti-Tnl antibody (phospho S22 + S23) (Abcam, Cam-
bridge, UK; 1:100 dilution) were used as primary anti-
bodies, followed by a 30-min incubation on ice with
anti-mouse-Cy3 and anti-rabbit-Cy5 antibodies (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME, USA; dilution: 1:50) to
label cardiac Tnl and P-Tnl. Myocytes were fixed with ice-
cold 2% formaldehyde solution (in cell isolation solution)
for 30 min. All washing steps were performed with isola-
tion solution. The cell suspensions were gently sonicated
and then filtered through a 50-um-wide cell filter. Flow
cytometric experiments were carried out on a FACSArray
flow cytometer (Becton—Dickinson, San Jose, CA, USA).
Fluorescence intensities for single particles were deter-
mined in six animals per group. 6,000-10,000 particles
were measured per animal. Cy3 fluorescence was excited at
532 nm and detected at 585 £ 21 nm, whereas Cy5 was
excited at 635 nm and detected at 661 £ 8 nm. Cell debris
was excluded from the analysis by gating on the forward
and right angle light scatter signals. List mode files were
analyzed with the software REFLEX [39].

Force measurements in permeabilized cardiomyocyte
preparations

The force at saturating [Ca2+] (F,), the passive force
component (Fpassive), the Ca’" sensitivity of isometric
force production (pCasp), the steepness of the Ca*"—force
relationship (ny;;), and the rate constant of force redevel-
opment at saturating Ca’" levels (ki max; specific for the
maximal turnover rate of the actin-myosin cross-bridge
cycle) were used as parameters of the myofibrillar function.
Moreover, these mechanical data were determined at sar-
comere lengths (SLs) of 1.9 and 2.3 um to test for possible
alterations in length-dependent Ca®" sensitization, i.e. in
the molecular background of the Frank-Starling mecha-
nism. The pCa, i.e. —log[Ca®"], values of the relaxing
solution and the activating solution used during the force
measurements (pH 7.2) were 9.0 and 4.75, respectively.
The composition of the relaxing solution differed from that
of the activating solution only in the use of 7 mM EGTA
instead of Ca-EGTA. Both solutions were supplemented
with protease inhibitors: 0.5 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
40 uM leupeptin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
and 10 uM E-64 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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The technique employed for force measurements in a
single myocyte-sized preparation was detailed earlier [29].
Briefly, a single permeabilized cardiomyocyte was attached
to a mechanical measuring system. After precise SL
adjustment to 2.3 um, isometric Ca®t contractures were
evoked at 15°C during repeated activation—relaxation cycles
by moving the myocyte from Ca*"-free relaxing solution to
activating solutions of gradually increasing [Ca®™]. Iso-
metric force values were normalized for maximal Ca®'-
activated active force, and Ca®*—force relations were plotted
and fitted with a modified Hill function to determine the
Ca”" sensitivity of isometric force production, i.e. pCaso,
and the cooperativity within the contractile machinery
(nyg). Ca>+—force relationships were determined before and
after in vitro PKA exposures. The PKA stock solution
contained the catalytic subunit of PKA from bovine heart
[100 U in distilled water supplemented with 6 mg/ml of
DTT at a protein concentration of 0.05 mg/ml, as recom-
mended by the manufacturer (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA; Catalog number: P2645; LOT number:
021M7676V)]. To assess the effects of PKA, cardiomyo-
cytes were incubated for 20 min in 100 pl of relaxing
solution supplemented with 5 pl of the PKA stock solution.
In a separate study, isometric force measurements were
performed first at a SL of 1.9 um and then at a SL of 2.3 um.

During single Ca®" contractures, once the peak force
was reached, the rate constant of force redevelopment
(kywmax) Was determined by a quick release-restretch
maneuver in the activating solution. As a result of this
intervention, the force dropped from peak level to zero,
allowing determination of the total force level (Fi,), and
then started to redevelop. The cardiomyocyte was next
returned to the relaxing solution, where a shortening to
80% of the original preparation length was performed to
assess the passive force level (Fpusive). The active iso-
metric force (F,) was calculated by subtracting the passive
force from the total isometric force. F, and Fpueive Were
normalized for the cardiomyocyte cross-sectional area,
calculated from the width and thickness of the myocyte,
which were measured with optically directed light.

Data analysis, statistics

Ca®>"—force relations were fitted to a modified Hill
equation:

F = F,[Ca> "™/ (Calg 4 [Ca®*]™")

where F is the steady-state force at a given [Ca®"], while
F,, nyiy and Casg (or pCasg) denote the maximal Ca’t-
activated force at saturating [Ca2+], and the slope and
midpoint of the sigmoidal relationship, respectively.

The force redevelopment after the release—restretch
maneuver was fitted to a single exponential function in
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order to estimate the rate constant of force redevelopment
(ki max) at the maximal [Ca2+] level:

F(t) = Fy + Fy (1 — e fomat)

where F(¢) is the force at any time (7) after the restretch at
the maximal [Ca2+], and F; and F, denote the initial force
after the restretch and the amplitude of Ca®'-activated
force redevelopment, respectively. Each experimental
preparation was fitted individually, the fitted parameters
were pooled, and the mean values are reported.

Statistical analyses of the back-phosphorylation assay
and mechanical measurements were performed by
ANOVA followed by a Bonferroni test for multiple com-
parisons between groups. Relationships between two con-
tinuous variables were assessed with linear regression
analysis. Differences due to PKA treatment during
mechanical measurements were analyzed using a paired
Student’s ¢ test. Statistical significance was accepted at
P < 0.05. Analysis of the thousands of single data points
obtained from the flow cytometric measurements required
a modeling method that does not assume independence
across single particles, but is able to handle the correlation
between particle-level measurements within the same ani-
mal’s heart. Thus, conventional ANOVA or linear regres-
sion could not be used, but maximum likelihood mixed
effects multilevel modeling with interaction between
groups and sites was found to be appropriate. Estimation of
the pacing effect was based on mean log relative signal
intensities [log(P-Tnl/Tnl)] for the level of phosphorylation
and on interquartile ranges (IQRs) for the heterogeneity of
phosphorylation. Logarithmic transformation of the data
improved the normality of the distribution of the variables.

Results

To test homogeneity in PKA-mediated myofilament pro-
tein phosphorylation, the level of Tnl phosphorylation was
visualized during immunohistochemical studies on myo-
cardial tissue samples in the anterior/anterolateral (pacing
site) and in the inferoseptal regions (opposite site) in HF
and control hearts. Myocardial tissue samples were labeled
with specific antibodies against Tnl, the phosphorylated
form of Tnl (P-Tnl) at PKA-specific sites (S22 + S23),
and slides were also mounted with DAPI-containing
medium. In Fig. 1, beside the three separate signals cap-
tured with fluorescent light microscopy, merged pictures
from each group are also shown. In general, the staining of
tissue slices for P-Tnl resulted in a more homogeneous
staining intensity in the controls and opposite site of HF
hearts than in the pacing site of HF hearts, where areas with
various P-Tnl intensity levels could be observed. Areas
with given staining intensities were formed by clusters of

cardiomyocytes with similar P-Tnl signal levels in the
pacing site of HF hearts (Fig. 1b). The P-Tnl staining did
not appear to vary within single cardiomyocytes. The
homogenous picture with phosphorylation-insensitive Tnl
antibody and the identification of cardiomyocyte nuclei by
DAPI were in contrast with the inhomogeneous pattern
observed following P-Tnl staining in the same myocardial
sections, and hence indicated that fibrosis or necrosis could
not explain the heterogeneous staining pattern at the pacing
sites of HF hearts. In a separate study, we also attempted to
test the homogeneity of PKC-mediated Tnl phosphoryla-
tion at the pacing site of HF animals. To this end, myo-
cardial tissue samples were labeled similarly as those in
Fig. 1 for the PKA-specific Tnl phosphorylation sites and
also with antibodies specific for a PKC-specific Tnl
phosphorylation site (T143) (Online Resource 1). In gen-
eral, these sections suggested Tnl phosphorylation to be
more homogenous at the PKC site than at the PKA-specific
sites.

The mean levels of myofilament protein phosphorylation
were tested in a back-phosphorylation assay. The mean
phospho-specific Tnl signal intensity of protein homoge-
nates of permeabilized cardiomyocytes from the pacing
sites of the HF animals (58 £ 14.49 AU) was significantly
higher than that in the control pigs (5.41 + 1.34 AU;
P < 0.05), which was suggestive of a PKA-dependent
phosphorylation deficit of Tnl at the HF pacing site (Fig. 2a,
b). The phosphorylation-dependent intensities at the
molecular masses of 20 and 150 kDa [i.e. close to those of
MyBP-C and myosin light chain 2 (MLC2)] correlated with
Tnl phosphorylation (Fig. 2c). Parallel changes in Tnl
phosphorylation and MyBP-C phosphorylation are expec-
ted upon PKA applications; however, phosphate incorpo-
ration into MLC2 is not expected for PKA exposures, and
hence the protein at 20 kDa could be a protein other than
MLC2. The difference in the overall phosphorylation level
of myocardial Tnl (P-Tnl) between the pacing and the
opposite sites of the HF pigs did not reach significance
(P > 0.05) (HF opposite site: 40.3 + 9.86 AU) (Fig. 2a, b).

Motivated by the results of our histochemical observa-
tions and back-phosphorylation assays, we developed a
protocol that allowed the quantitative evaluation of regio-
nal differences in the level of Tnl phosphorylation in sus-
pensions of permeabilized cardiomyocytes by flow
cytometry. This method yielded relative P-Tnl levels in a
vast number of cardiomyocytes following dual-labeling of
cardiomyocytes for Tnl and P-Tnl (Fig. 3a). Distribution
histograms of logarithmically transformed relative signal
intensities [log(P-Tnl/Tnl)] were then expressed for the
two regions of interest in the HF and control groups by
pooling data from six hearts in each group. Figure 3b
shows that the distribution histogram of the pacing site in
the controls demonstrated close to Gaussian distribution, in
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Fig. 1 Immunohistochemistry.
a Myocardial tissue samples
were labeled with specific
antibodies against Tnl, the
phosphorylated form of Tnl
(P-Tnl) and nuclei with DAPI.
Disparate amounts of P-Tnl
intensities resulted in variable
yellow intensities on the merged
picture of the HF pacing group.
b Capturing images of P-Tnl
stained slices under a confocal
microscope revealed cell-to-cell
differences: clusters of
cardiomyocytes with divergent
levels of Tnl phosphorylation
could be distinguished in the HF
animals at the pacing site

a control pacing control opposite HF pacing HF opposite

- ———————— _-———————— -
1500 pm 1500 Hm ~1500 pm pm

100X magnified 100X magnlfed 100X magnlfed 100X magnified

b HF pacing

P-Tnl

180X magnified

540X magnified

contrast with the histogram of the HF pacing site, which  In agreement with the results of our back-phosphorylation
appeared to be asymmetrical due to an increase in car-  assays (Fig. 2a, b), the mean value of [log(P-Tnl/Tnl)] at
diomyocyte count at relatively low [log(P-Tnl/Tnl)] ratios. ~ the HF pacing site was significantly lower than that at the
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Fig. 2 Tnl back-phosphorylation. a Results of autoradiography (fop)»

and western immunoblotting (bottom) in a representative Tnl back-
phosphorylation assay. *P-labeled ATP was used to determine PKA-
dependent phosphate incorporation into Tnl at the pacing and
opposite LV sites in control and HF animals following SDS gel
electrophoresis. Signal intensities in the autoradiograms were con-
sidered to be directly proportional to the extents of inorganic
phosphate (P;) incorporation into Tnl in the presence of PKA
(+ signs) in vitro, and inversely proportional to the initial levels of
phosphorylation of Tnl prior to PKA application in vivo. Signal
intensities in the absence of PKA were negligible (— signs). Western
immunoblots developed with a Tnl-sensitive antibody confirmed
comparable protein loads during all tests. b Statistical analysis on the
results of back-phosphorylation assays under identical conditions
suggested a lower mean level of Tnl phosphorylation for the HF
pacing site than for the control pacing site (columns show
means = SEM; n number of animals, AU optical density in arbitrary
units, ¥*P < 0.05 HF pacing vs. control pacing site). ¢ Correlations
between Tnl phosphorylation and additional proteins at 20 and
150 kDa. Signal intensities at 20 and 150 kDa from pacing and
opposite sites of individual animals were plotted in an X—Y diagram as
functions of P; incorporation into Tnl in the respective samples. Lines
represent relationships between phosphorylation at 20 or 150 kDa and
Tnl phosphorylation from linear regression analyses, suggesting
positive correlations between these variables (r = 0.71, P < 0.0001;
r = 0.74, P < 0.0001, respectively)

same site in the control animals (—0.41 vs. —0.28 for the
HF pacing site and the control pacing site, respectively;
P = 0.0071), and hence both of these assays pointed to a
relative reduction in P-Tnl in the paced region of failing
hearts. Moreover, the IQR in this group was significantly
higher than that at the pacing site of the controls or at the
opposite site of failing hearts (0.53 vs. 0.36 or 0.42, for the
HF pacing, control pacing and HF opposite sites, respec-
tively; P = 0.0093 vs. control pacing site; P = 0.0047 vs.
HF opposite site). The widening of the IQR at the HF
pacing site reflected the increased scatter in the levels of
relative Tnl phosphorylation at the pacing site among the
cardiomyocytes of failing hearts. Descriptive values of
distribution histograms are given in Table 1.

Mean levels of log(P-Tnl/Tnl) intensities with 95%
confidence intervals for each animal are illustrated in
Fig. 4. This representation allowed us to analyze the vari-
ability of Tnl phosphorylation in the different regions of
interest in the individual control and failing hearts. In
general, the log(P-Tnl/Tnl) values for the control hearts
were scattered in a narrower range than those for the failing
hearts. Further, in the control animals the means of
log(P-Tnl/Tnl) were randomly higher or lower for the
pacing or opposite sites, and the differences between these
two sites (with the exception of control 4) were small. In
contrast, in HF (with the exception of HF 6) the means for
the log(P-Tnl/TnI) values at the pacing sites were lower than
those at the opposite sites. Moreover, the differences
between the two sites of individual failing hearts were about
twice the mean difference detected within the control group.
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A hypothetical difference in cardiomyocyte mechanics
was also studied by means of direct force measurements on
single permeabilized cardiomyocytes isolated from HF and
control animals (Fig. 5). Ca®" sensitivity curves of iso-
metric force production (Ca*"—force relations) were deter-
mined for individual cardiomyocytes and subsequently
averaged in all groups at 2.3 pm SL before and after PKA
exposures (Fig. 5a—d). Force values at intermediate [Ca2+]
were normalized to maximal Ca®"-activated force (F,) and
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Fig. 3 Flow cytometry.

a Microscopic images of a
representative permeabilized
cardiomyocyte (fop panel) dual- i
labeled for Tnl (red) and P-Tnl _{45
(green) for flow cytometric
evaluation. Signal intensities
were plotted in X-Y diagrams,
where the values on the X and
Y axes reflected Tnl and P-Tnl
intensity levels, respectively
(middle and lower panels,

n = 20,000 cardiomyocytes
from 6 hearts). The wider
scatter of the data obtained from
the HF pacing site (bottom
panel) than those from the
control pacing site (middle
panel) suggested more
heterogeneous Tnl
phosphorylation levels in the
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cardiomyocyte
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plotted as a function of pCa. A Hill function was then used
to determine pCasy, which therefore illustrated the Ca®"
sensitivity of force production. Mean pCas, values of con-
trol hearts at the pacing site did not differ significantly
from those of the opposite site in control and HF hearts
before PKA treatments (5.77 & 0.01, 5.75 + 0.01 and
5.73 £ 0.03, respectively). However, mean pCas, (and
hence Ca®" sensitivity of force production) was signifi-
cantly higher at the pacing site of HF hearts (5.86 + 0.03)
than at all the other sites of HF and control hearts. More-
over, PKA exposures reduced pCas, by the largest degree in
cardiomyocytes of the pacing site of HF animals, thereby
eliminating the differences in the Ca”" sensitivities of force
production among the four groups of cardiomyocytes. In
addition, the distributions of pCas at the pacing sites of the
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failing and the control hearts resembled the characteristics
of those obtained in our flow cytometric assays and were
therefore also in agreement with the biochemical and his-
tochemical findings (Fig. 5e-h). Furthermore, in vitro PKA
treatments evoked a wider range in Ca’" sensitivity
reductions at the HF pacing site than at all other sites. Mean
values of F,, Fpaive and the cross-bridge-sensitive ki max
are given in Table 2. Fy,give at the HF pacing site was
significantly higher than at the HF opposite site; however,
no significant differences in F, and in maximal actin-
myosin cross-bridge cycle rates (kg max) were found
between the different experimental groups.

In a separate study, the length dependencies of the
mechanical parameters were investigated by performing
force measurements at the SL of 1.9 um and subsequently
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Fig. 4 Tnl phosphorylation in experimental animals. Mean levels of
[log(P-Tnl/Tnl)] intensities with 95% confidence intervals for each
site of each animal. Horizontal lines indicate average [log(P-Tnl/
Tnl)] values of control and HF pacing sites. The [log(P-Tnl/TnI)]
values for the control animals were scattered in a narrower range than
those for the HF animals

at the SL of 2.3 um. In short, length dependencies of F,,
Foassive> and the Ca?t sensitivity of force production were
observed in all groups of cardiomyocytes, implying that the
stretch-dependent mechanical characteristics of the
cardiomyocytes are well preserved during the development

of pacing-induced HF (data not shown).

Discussion

The results of this study have revealed a non-uniform down-
regulation of myocardial PKA-dependent Tnl phosphoryla-
tion in a porcine model of pacing-induced HF. Interestingly,
the cell-to-cell variability in the level of P-Tnl was larger in
the vicinity of the pacing electrode than in non-paced regions
of the LV. Consequently, we propose that the inhomogeneity
in PKA-dependent contractile protein hypophosphorylation
may contribute to the regional mechanical dysfunction of the
remodeled myocardium in this model of HF.

Dyssynchrony in ventricular contractile responses is
considered to be a major contributor of the mechanical
dysfunction in the remodeled LV, and hence electrical
resynchronization offers benefit for HF patients with a

significant QRS prolongation [32]. Regional myocardial
differences have repeatedly been noted in various models
of HF induced by electrical stimulation [10, 14, 23, 25, 38].
In open-chest anesthetized dogs, abnormal wall motion at
the target site of the LV yielded early shortening and late
systolic lengthening, whereas the shortening pattern at the
remote site remained unaffected [14]. Various mechanisms
have been postulated to explain these region-specific
changes, ranging from matrix metalloproteinase-9 activa-
tion [14] to transmural and trans-chamber expression gra-
dients of proteins such as phosphorylated ERK mitogen-
activated protein kinase, sarcoplasmic reticulum Ca®'-
ATPase, phospholamban, or gap junction protein connexin
43 [20, 38]. Paracrine/autocrine signaling mechanisms
have also been stressed as players in the development of
regional tissue alterations in pacing-induced HF. For
instance, the cardiotropin-1 expression was found to be
preferably increased in the vicinity of the pacemaker [31].
In a canine model of pacing-induced HF, an orchestrated
shift in the pattern of expression of respiratory chain sub-
units, mitochondrial bioenergetic enzymes, and apoptotic
proteins with distinct differences in the regional distribu-
tion and in the subpopulations of mitochondria have been
described [25]. Collectively, it is currently not entirely
clear which signaling processes are primarily involved in
regional mechanical alterations and how they are linked
with potential changes in the Ca®" responsiveness of the
myofilaments and/or with the Ca®" handling of cardio-
myocytes [1, 2, 17]. Nevertheless, it is tempting to spec-
ulate that paracrine responses to natriuretic peptides may
relate to interactions between cGMP and cAMP-dependent
intracellular signaling [13].

In view of the central position of the f-adrenergic cas-
cade in the regulation of myocardial contractility, several
previous investigations addressed its hypothetical involve-
ment in the regional characteristics of pacing-induced HF.
Indeed, the efferent sympathetic function and f-adrenergic
responsiveness appeared to be reduced in association with
the development of pacing-induced HF in dogs with region-
specific alterations in function [19, 36], although the bio-
chemical and cellular parameters of f-adrenergic signaling
did not clearly exhibit regional characteristics [3, 18, 36,

Table 2 Mean values of active, passive force and ki max Obtained during direct force measurements in permeabilized cardiomyocytes

Control pacing Control opposite HF pacing HF opposite

site (n = 23) site (n = 20) site (n = 21) site (n = 29)
F, (kN/mz) 12.83 + 1.73 1547 + 1.84 12.05 £ 1.15 16.81 £ 1.42
Fassive (kN/m?) 1.46 £ 0.20 1.69 £+ 0.43 2.26 + 0.48" 1.17 £ 0.11
kir.max (1/5) 0.81 £ 0.06 0.75 £ 0.04 0.82 £ 0.05 0.96 £ 0.05

Values are means + SEM
n number of cardiomyocytes from 5 control and 8 HF hearts
* P < 0.05 HF pacing versus HF opposite site
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40]. At the cardiomyocyte level, a decrease in basal
p-adrenergic signaling would predict an increase in the
Ca”* sensitivity of myofibrillar force production, a change
often correlated with the coordinated hypophosphorylation
of Tnl and MyBP-C [21, 24, 43]. Experimental data
obtained during an in situ assessment of myofilament Ca>"
responsiveness suggested either preserved or decreased
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Ca”" sensitivity of myofibrillar force production in a canine
model of pacing-induced HF [16]. Moreover, in the porcine
model of pacing-induced HF, the relative increase in LV
contractility in response to low-dose dobutamine stimula-
tion was higher at the pacing site than at the opposite site,
although the basal contractility was lower at the pacing site
than at the opposite site [22].
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<« Fig. 5 Mean Ca*"—force relations and distributions of pCas, values
in isolated cardiomyocytes. a Ca>*—force relations of isolated
cardiomyocytes obtained from the pacing and opposite sites of the
HF animals before and after in vitro PKA treatments. The leftward
position of the Ca®*—force relations at the HF pacing site before PKA
treatment illustrated an increased Ca>*-sensitivity of force production
in cardiomyocytes of this region relative to all others. After PKA
treatment, a rightward shift in the Ca®*—force relation was observed.
b Small differences between the Ca®'—force relationships of the
control pacing and control opposite groups could be detected before
and after in vitro PKA treatment. ¢ Means of pCas values in the four
groups of cardiomyocytes before and after in vitro PKA treatment.
Mean pCas at the HF pacing site was significantly higher than in all
other groups under basal conditions, and this difference could be
eliminated by PKA (*P < 0.05). d PKA-evoked changes in pCas
values in the four experimental groups. The effect of PKA on mean
pCasy was the highest at the pacing site of HF animals (*P < 0.05).
The Hill coefficient did not differ significantly among the four
experimental groups before and after PKA exposures (nyy ~2.6).
e-h Distributions of pCas, values in cardiomyocytes from the four
experimental groups before and after in vitro PKA treatment. pCasg
values of the HF pacing group were dispersed on a wider range than
in all other groups. After PKA treatment, a narrower distribution for
the pCasy values could be measured in HF cardiomyocytes at the
pacing site

In our present study, we focused not only on regional, but
also on intraregional aspects of a hypothetically blunted
PKA-mediated Tnl phosphorylation, along with the devel-
opment of pacing-induced HF in pigs. We hypothesized that
tissue-level alterations in Tnl phosphorylation driven by the
p-adrenergic system might be associated with regional
differences in the mechanical function of the remodeled
myocardium. Our back-phosphorylation assays revealed
significantly decreased Tnl phosphorylation at the pacing
site of the HF animals as compared with the controls,
consistently with a hypothetical down-regulation of the
f-adrenergic system at the pacing site of the HF animals and
hence implying an increase in the Ca®' sensitivity of
myofibrillar force production (pCasg). Accordingly, the
mean pCasy values were significantly higher at the HF
pacing site than at the opposite site or both sides in controls,
and this difference could be eliminated by in vitro PKA
treatments. In addition, immunohistochemistry, flow
cytometry, and direct force measurements confirmed a
relatively high cell-to-cell variability in the relative P-Tnl
levels at the pacing site of the HF animals. The preservation
of most of the mechanical parameters in the cardiomyocytes
of the paced region of the HF animals (e.g. the SL depen-
dence of the Ca*" sensitivity of force production, ki max.
etc.) suggested an unchanged Frank-Starling mechanism
and cross-bridge cycling rates in these cardiomyocytes.
Overall, our observations suggested that alterations in the
myofilament function of the cardiomyocytes were mirrored
by pCasg at the pacing site of the HF animals, a change that
can be correlated to PKA-dependent Tnl and MyBP-C
phosphorylation. Therefore, we propose that dysregulation

of PKA-dependent contractile protein phosphorylation may
contribute to the regional contractile dysfunction observed
in the porcine model of pacing-induced HF [23]. Addi-
tionally, the increase in Fi,give at the pacing site due to
PKA-dependent hypophosphorylation of other myofilament
proteins (e.g. titin) could participate in the increase in LV
end-diastolic pressure in these hearts (from ~6 to ~ 20
mmHg) [7]. Nevertheless, our present investigations did not
clarify to which extent regional alterations in myofilament
protein phosphorylation were involved in functional
hemodynamic alterations (e.g. reduction in the ejection
fraction from ~76 to ~35%) [23].

To the best of our knowledge, this is the first analysis of
tissue-level inhomogeneities in cardiomyocyte Tnl phos-
phorylation through a combination of a number of sensitive
methods (protein biochemistry, histochemistry, direct force
measurements and cell cytometry) during the development
of non-ischemic HF. A diminishing transmural gradient in
contractile protein phosphorylation has previously been
implicated in post-ischemic myocardial remodeling in rats
[9], although similar features have not been demonstrated
in dogs suffering from pacing-induced HF [20]. Our data
revealed that the level of Tnl phosphorylation spans a
wider range in the vicinity of the pacing electrode than
elsewhere and suggested that it can be distinctly different
in clusters of cardiomyocytes during pacing-induced HF.
At present, we cannot provide an explanation for this dis-
tribution pattern of P-Tnl staining intensity; we speculate
that it may be related to the physical characteristics of the
stimulating electrical current on the myocardium.

Overall, the rapid pacing of the LV induced the
remodeling of porcine hearts and led to HF, which could be
characterized by an overall decrease in PKA-mediated Tnl
phosphorylation close to the site of electrical stimulation.
The level of PKA-dependent phosphorylation of Tnl
exhibited a larger cell-to-cell variation in the paced region
of the LV than in more remote areas or in controls. This
intraregional inhomogeneity in this f-adrenergic-depen-
dent variable affects the Ca®" sensitivity of myofibrillar
force production and may thereby contribute to dyssyn-
chronous and hence impaired LV contractions in the por-
cine model of pacing-induced HF.
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Aims

Methods
and results

SR33805, a potent Ca>™ channel blocker, increases cardiac myofilament Ca®™ sensitivity in healthy rat cardiomyo-
cytes. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the effects of SR33805 on contractile properties in
ischaemic failing hearts after myocardial infarction (M) in vivo and in vitro at the cellular level.

The effect of SR33805 (10 wM) was tested on the excitation—contraction coupling of cardiomyocytes isolated from
rat with end-stage heart failure. Cell shortening and Ca*" transients were measured in intact cardiomyocytes, while
contractile properties were determined in Triton X-100 permeabilized myocytes. Acute treatment with SR33805
restored the Ml-altered cell shortening without affecting the Ca®* transient amplitude, suggesting an increase of myo-
filament Ca®" sensitivity in Ml myocytes. Indeed, a SR33805-induced sensitization of myofilament activation was
found to be associated with a slight increase in myosin light chain-2 phosphorylation and a more significant decrease
on troponin | (Tnl) phosphorylation. Decreased Tnl phosphorylation was related to inhibition of protein kinase A
activity by SR33805. Finally, administration of a single intra-peritoneal bolus of SR33805 (20 mg/kg) improved end-
systolic strain and fractional shortening of MI hearts.

The present study indicates that treatment with SR33805 improved contractility of ischaemic failing hearts after Ml in
the rat by selectively modulating the phosphorylation status of sarcomeric regulatory proteins, which then sensitized
the myofilaments to Ca>*. Our results gave a proof of concept that manipulation of the Ca>* sensitivity of sarco-
meric regulatory proteins can be used to improve contractility of a failing heart.

Keywords

1. Introduction

Cardiotonic agents are indispensable for improving contractile
dysfunction in acute heart failure (HF) and in the decompensated end-
stage HF.! These drugs act on various steps of the cardiac excitation—
contraction coupling. Most cardiotonic agents available for clinical prac-
tice lead to calcium increase and are referred as Ca”™ mobilizers.?
Calcium sensitizers present a class of cardiotonic agents that are
capable of producing a positive inotropic effect by acting on the
cardiac excitation—contraction coupling process at the level of the myo-
filaments by modifying Ca** binding to troponin C, thin filament regu-
latory sites, and/or directly the cross-bridge cycling.” Their mechanism
of action is not associated with an increase in the intracellular Ca** con-
centration at therapeutic doses, and thus, does not induce Ca**-related
deleterious effects such as arrhythmias or apoptosis.®

We have previously shown in intact control rat ventricular myocytes
that SR33805, a cardiotonic-like agent, reduced the Ca®" transient

Myocytes e Heart failure o Contractile function e Sarcomere e Ventricular function

amplitude and was able to increase cell shortening due to a pronounced
increase in myofilament Ca”" sensitivity.” Interestingly, the Ca®" sensi-
tizing effect of the SR33805 was mostly observed when cells were
stretched, suggesting a different mechanism of action than other
known Ca’" sensitizers. SR33805 ([N-[dimetoxy-3,4-phenetyl]-
N-methyl-amino-pro-poxyl]-4-benzenesulfonyl]-2-isopropyl-3-meth-
yl-1-indole) is a fantofarone derivative classified as a substituted indole.
This compound binds to and inhibits L-type Ca*" channels® and was
characterized as a potent Ca”" inhibitor with a favourably weak negative
inotropic effect in electrically stimulated rabbit-isolated vascular and
cardiac muscle preparations.® Similarly, SR33805 blocked the Ca**
influx induced by potassium depolarization in porcine coronary artery
and maintained force production by inducing a leftward shift of the
Ca*" —force relationship.” The effect of SR33805 on the cardiovascular
system has never been tested in pathological conditions.

The phosphorylation of troponin | (Tnl) and that of myosin light
chain-2 (MLC-2) are known to regulate the cardiac myofilament
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contractility (for review, see Kobayashi and Solaro®) by shifting the
tension—pCa curve. Modifications of the phosphorylation level of
these proteins have been reported during HF and have been pro-
posed to participate in the contractile dysfunction.”™"" The second
hypothesis verified in the present study is whether or not the incu-
bation with the SR33805 could affect the phosphorylation level of
contractile regulatory proteins.

We evaluated the effect of SR33805 on, in vivo and in vitro, con-
tractile properties of a failing rat heart after myocardial infarction
(MI). In vitro, various indices of excitation—contraction coupling
(cell shortening, calcium transient, and myofilament calcium sensi-
tivity) were compared between isolated sham, M, and
SR33805-treated MI cardiomyocytes. Muscle strips were dissected
from the left ventricular (LV) free wall and stretched to measure
the phosphorylation level of MLC-2 and Tnl, as well as the
protein kinase A (PKA) activity. Finally, echocardiography was per-
formed before and after a single intra-peritoneal (ip) bolus of
SR33805 in MI hearts to evaluate the potential effects of the
drug in vivo on global contractile properties.

2. Methods
2.1 Animals

Male Wistar rats (5 weeks old) were subjected to coronary artery ligature
to produce Ml as previously described.”'® Ml rats were compared with
sham-operated animals without ligature. Animals were investigated 18
weeks after MI. All experiments complied with the Guide for the ‘Care
and Use of Laboratory Animals’ published by the US National Institutes
of Health (NIH Publications No. 85-23, revised 1996), with the approval
of the French Ministry of Agriculture and according to the European
Union Council Directives for care of laboratory animals.

For a detailed description of methods, see the Methods section avail-
able as Supplementary material online.

2.2 Echocardiography

Cardiac function was assessed using echocardiography (Vivid 7, General
Electric Healthcare) with a phase array 10 MHz probe in rats anaesthe-
tized with isoflurane (Baxter) as previously described.” The LV end-
diastolic or end-systolic diameter and the posterior wall thickness in
diastole (PWTd) and systole (PWTs) were measured in M-mode. Frac-
tional shortening (FS) and end-systolic strain (ESS) were calculated
using their respective formulas (see Supplementary material online,
Methods). A pulsed wave Doppler spectrum of the aortic outflow
was recorded using the suprasternal view to evaluate the velocity-time
integral (VTI) of the aortic flow. A pulsed wave Doppler spectrum of
mitral inflow (E-wave) was recorded using the apical view as an index
of diastolic function. The posterior wall velocity was measured with tis-
sular Doppler.

Echocardiography lasted typically 10—15 min per animal. At the end of
the first investigation, rats received an ip bolus of SR33805 (20 mg/kg
diluted in water) and allowed to recover from anaesthesia. A second
echocardiography was performed under the same conditions 30 min
after the injection of SR33805. Control experiments were performed to
confirm that parameters measured at the second echocardiography in
vehicle-treated Ml rats were similar to the first echocardiography.

2.3 Contractile properties in intact and
permeabilized cardiomyocytes

Ventricular myocytes were isolated by enzymatic digestion as previously
described’ from the remaining subendocardium after removal of the fibrotic
scar induced by the infarct. Cells loaded with Ca>" dye Indo-1 AM (10 uM,

Invitrogen  Inc., France) were electrically stimulated at a
frequency of 0.5 Hz. Sarcomere length (SL) and fluorescences emitted at
405 and 480 nm were simultaneously recorded using lonOptix system
(Hilton, USA) before and after 10 min incubation with 10 wM SR33805.

Measurement of the Ca®" sensitivity of force development was per-
formed in myocytes permeabilized with 0.3% Triton X-100 in relaxing sol-
ution isolated by mechanical dissociation from subendocardial strips as
described previously.”'® Myofilaments were incubated with 10 uM
SR33805 for 10 min at room temperature after cell attachment.” Active
and passive forces were measured either by perfusing the cells with different
Ca* containing solutions at a given length (1.9 or 2.3 um SL) or by stretch-
ing the cells from 1.9 to 2.3 wm SL in relaxing solution, respectively. Active
tensions at submaximal activations were normalized to maximal isometric
tension (generally obtained at pCa 5) at the same SL. The relation
between force and pCa was fitted using hill equation (see Supplementary
material online, Methods for details) from where the Hill coefficient (ny)
and pCa for half-maximal activation (pCaso) were extracted.

2.4 Protein analysis

The phosphorylation levels of Tnl and MLC-2 were performed as pre-
viously described* in skinned muscle strips treated with ice-cold trichlor-
oacetate (10%) to maintain contractile protein phosphorylation status. In
summary, proteins (20 pg) were separated either on 15 or 10% SDS—
PAGE for Tnl and MLC-2, respectively. MLC-2 isoforms were specifically
detected with a cardiac MLC-2 antibody (Coger SA, Paris, France). Total
Tnl content was determined on the first wells of the membrane with a
total cardiac Tnl antibody (Cat. #4T21, Hytest, Turku, Finland), and the
PKA phosphorylated form of cardiac Tnl antibody on the other wells
(Cat. #4T45, Hytest).

PKA activity was measured as described previously.'> Endogenous PKA
activity in the cytosol fraction was measured at room temperature by
mixing the cytosol fraction with a phosphorylation solution containing
32p_labelled ATP (final specific activity: 2500 c.p.m./pmol), 8-Br-cAMP
(100 nM), kemptide (1 mg/mL, from GenScript, Piscataway, NJ, USA),
and PKA inhibitor (H-89) or SR33805. Radioactivity was measured by
scintillation counting (TriCarb scintillation counter from PerkinElmer
Life Science, Boston, MA, USA).

Effect of SR33805 on recombinant bovine PKA (Sigma) activity was also
tested. The phosphorylation solution contained 3?P-labelled with ATP,
PKA inhibitor (H-89 or SR33805), PKA subunit, and histone IIA (1 mg/
mL, from Sigma). PKA activities were expressed as % of maximal activity
(activity in the absence of inhibitor) over baseline (activity in the
absence of kinase) on the figure (Figure 4C).

2.5 Statistical analysis

One-way ANOVA was applied for comparison between groups. When
significant interactions were found, Bonferroni t-test was applied with
P < 0.05 (Sigmastat 3.5). Data are presented as mean + SEM.

3. Results

3.1 Effect of SR33805 on unloaded
shortening and Ca?" transient of failing
myocytes

To test the effect of SR33805 on cell contraction, changes in SL and
intracellular Ca®* concentration in indo-1-loaded intact cardiomyo-
cytes stimulated at 0.5 Hz were simultaneously recorded. Unloaded
contraction decreased significantly with HF associated with a
reduction in contraction and relaxation velocities (Figure 7). Incu-
bation of Ml cells for 10 min with 10 wM SR33805 restored the ampli-
tude and velocity of SL relaxation (Figure 7). The shortening velocity
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Figure | Effects of SR33805 on SL shortening in isolated MI cardiomyocytes. (A) Representative traces of SL shortening in sham, MI, and Ml cells
treated with 10 wM SR33805 for 5 min (MI-SR). (B—D) Averaged data of SL shortening amplitude (in % of baseline) (B), SL shortening, and relaxation
velocities (C and D, respectively). (n = 30—-50 cells/group, five hearts, *P < 0.05.)

was partially restored by SR33085. The concentration of the drug
used (10 wM) was determined from our previous study in control
rat as the most effective dose on myofilament Ca®" sensitivity.*
The contractile alterations observed in Ml cells were associated
with a significant decrease in the amplitude of Ca®* transient, which
was not affected by SR33805 treatment (Figure 2B). The Ca*" transi-
ent decay was slowed by HF as indicated by the increase in Tau and
was normalized by SR33805 (Figure 2C).

3.2 Effect of SR33805 on force
development in MI-permeabilized
myocytes

Permeabilization of cardiomyocytes allows investigation of the con-
tractile machinery properties and its relation to Ca*™, independent
of the amount of Ca>" released by the sarcoplasmic reticulum. The
contractile machinery properties were investigated by measuring the
relationship between Ca*"-activated tension and Ca®" concentration
expressed as pCa (= —log[Ca*"]) in permeabilized cardiomyocytes
(Figure 3). Myofilament Ca®" sensitivity (pCaso) was measured at
short (1.9 wm) and long (2.3 wm) SLs (Figure 3A). Myofilament
Ca*" sensitivity at short SL was not affected by Ml and was signifi-
cantly increased after SR33805 treatment by =0.07 pCa units
(Table 1; Figure 3A). Stretching the cells to 2.3 wm, SL induced a left-
ward shift of tension in both sham and MI groups as indicated by the
higher pCas, (Figure 3C). However, the shift of the tension—pCa curve
after stretch was lower in Ml cells, resulting in a lower pCaso. This
result confirmed previous reports on the same model.”'® Myofila-
ment Ca®" sensitivity at 2.3 pm SL was improved after SR33805

0.4- 025
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| |
E 0.3 * 0.8+ 5
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7 2
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Figure 2 Effects of SR33805 on Ca®" transient in isolated Ml car-
diomyocytes. (A) Representative measurement of Ca*" transient in
sham, MI, and Ml cells treated with 10 wM SR33805 for 10 min
(MI-SR). (B) Average data of Ca*" transient amplitude. (C) Ca*"
transient decay kinetic as expressed by tau. (n=30-50 cells/
group, five hearts, *P < 0.05.)

incubation in Ml cells by ~0.18 pCa units (Figure 3A and C). The differ-
ence between pCasg at long and short SL [(ApCasp; used as an index
of the length-dependent activation (LDA) of contractile machinery]
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Figure 3 The effect of SR33805 on myofilament Ca®" sensitivity in isolated permeabilized MI cardiomyocytes at two SLs: (A) relative tension (nor-
malized to maximal tension)—pCa curves of isolated myocytes were measured at 1.9 (left panel) and at 2.3 wm (right panel) SL in sham cells (square,
solid line), Ml cells (circle, dashed line), and MI cells treated with SR33805 (MI-SR, triangle, solid line). (B and C) Myofilament Ca*" sensitivity at 1.9 wm
SL (B) and at 2.3 wm SL (C) was indexed by the measurement of pCasg (pCa for half-maximal activation). (D) The stretch-induced Ca*" sensitization
of activation, ApCaso, was measured as difference in pCasg obtained at 2.3 and 1.9 wm SL. (n = 9-15 cells, four hearts, *P < 0.05.)

Table | Mechanical properties of sham, MI, and MI incubated with SR33805 (MI-SR) cardiomyocytes

Sarcomere length, 1.9 pm

Sarcomere length, 2.3 pm

(n) Tpass Tmax pCaso ny
Sham (15  09+02  47+4  575+002 41403
Mi (10)  09+03 40+ 574+ 0.03 46+ 05
MI-SR ©9) 12 + 0.1 44 +3 581 + 0.02% 33+01°

Tpass Tmax PcaSO ny Apcaso

115+ 0.7 50 + 3 5.98 + 0.02 47403 0.23 + 0.01
94412 47 +3 5.88 + 0.03% 52405 0.13 + 0.02°

123+ 15 45 6.04 + 0.02%° 5.5+ 0.5 0.22 + 0.01°

Passive (Tass) and maximal active (Tax) tensions in mN/mm? were measured at pCa 9 and 4.5, respectively, at 1.9 and 2.3 um sarcomere length, on cells isolated from sham or Ml hearts,
with or without 10 min incubation with 10 WM SR33805 (MI-SR). pCas, (pCa for half-maximal activation) and ny (Hill coefficient) were calculated by fitting the force—pCa relation (see

materials and methods). Values are means + SEM. “vs. sham, "Ml vs. MI-SR; P < 0.05.

was completely restored following the incubation of Ml cells with the
SR33805 due to the stronger effect of the drug at long SL (Figure 3D).
The other contractile parameters such as passive tension and maximal
isometric tension measured at both SL were similar between all
groups (Table 1).

3.3 Contractile protein phosphorylation

To verify whether the SR33805 effect is associated with a modifi-
cation in the phosphorylation level of regulatory proteins, the Tnl
and MLC-2 phosphorylation levels were measured in stretched per-
meabilized muscle strips by western blot analysis (Figure 4). HF
reduced the phosphorylation level of MLC-2 by ~33% (Figure 4A),
consistent with previous reports from our group.”'® SR33805 signifi-
cantly increased the MLC-2 phosphorylation level in Ml tissues. The
level of phosphorylation, however, remained 22% lower than in
sham cells. For Tnl, a specific antibody that recognizes the phosphory-

lated sites on Ser”*?* (the major cAMP-dependent PKA sites) was

used. Tnl phosphorylation was increased in the MI myofilaments
(Figure 4B). Incubation with SR33805 significantly reduced the Tnl
phosphorylation when compared with Ml (=~ —30%) and sham
(A~ —20%) cells (Figure 4B). The reduction of Tnl phosphorylation
level observed with the SR33805 treatment suggested either an
increase or a decrease of phosphatase and PKA activity, respectively.
To this aim, the effect of SR33805 on the PKA activity was measured
with a radioactive activity assay (Figure 4C). A recombinant PKA was
first used to test a possible direct interaction of the drug with the
kinase. The activity of recombinant PKA was decreased by 10 uM
SR33805 to a similar extent than that by H89, a standard PKA inhibi-
tor. This result suggested that SR33805 can directly inhibit PKA
in vitro. This inhibitory effect of SR33805 was also tested on the
endogenous PKA activity of the control rat hearts (Figure 4C).

In summary, SR33805 targeted the phosphorylation of Ser?*?* in
Tnl by inhibiting the PKA activity and resulting in an increase in
myofilament Ca>* sensitivity.
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Figure 4 The effect of SR33805 on sarcomeric protein phos-
phorylation levels in Ml cells: (A) phosphorylated and non-
phosphorylated forms of MLC-2 were separated on urea gel and
were revealed by western blot analysis with an anti-cardiac MLC-2
antibody. Experiments were performed in stretched muscle strips
from sham, MI, and Ml treated with SR33805. (B) Western immuno-
blots with an anti-cardiac Tnl antibody (Tnl) and anti-PKA-mediated
phosphorylated Tnl antibody (P-Tnl). The phosphorylation level of
each protein was expressed relative to the total amount of the
protein and was normalized to the level obtained in sham samples
(n =15 hearts). (C) Effect of SR33805 (10 wM) on PKA activity was
determined by a radioactive assay using either a recombinant PKA
or endogenous PKA contained in the control rat hearts. H89 is a
PKA inhibitor that was used as a control to block PKA activity.
(50 nM, n = 3 experiments, *P < 0.05.)

3.4 In vivo cardiac function after SR33805
treatment

Based on the potency of SR33805 to improve contractility at the cel-
lular level in rat hearts after MI, the effect of the drug in vivo on global
cardiac contractile properties was tested by measuring the cardiac
functional parameters by echocardiography and tissue Doppler
imaging before and after (30 min) SR33805 treatment (ip injection).
A pre-test was performed on rats with 0.2, 2, and 20 mg/kg of
SR33805. The highest dose was the only one that had an effect and
was selected for completing the in vivo test. Ml animals had large ante-
rolateral infarcts as indicated by akinetic infarct zone (Figure 5A).
Acute treatment with SR33805 increased significantly both ESS and
FS by about +38and +26%, respectively (Figure 5B and C).
SR33805 did not affect other contractile parameters such as the kin-
etics of contraction as determined by the posterior wall motion
(Figure 5D) or another index of systolic function, the VTI of the
aortic flow (VTlao; P=0.07) (Figure 5E). The E-wave, an index of

MI after SR33805
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Figure 5 Effect of SR33805 on in vivo cardiac function in Ml rats.
(A) In vivo cardiac function in Ml rats was evaluated by echocardiogra-
phy and tissue Doppler imaging before and 30 min after ip injection
of 20 mg/kg SR33805. Global systolic function was assessed with
several indexes such as ESS (B), FS (C), velocity of the posterior
endocardial wall (D), and aortic velocity-time integral (VTlao, E).
*Paired t-test P < 0.05 (n = 5 rats).

diastolic function, was not altered by SR33805 between MI (1.18 +
0.06 m/s) and MI-SR (1.09 + 0.04 m/s).

4. Discussion

The present study was designed to test the effect of SR33805 on the
cardiac contractile properties of rat with end-stage ischaemic HF
characterized by defects of cell shortening, Ca’t homoeostasis, and
myofilament Ca®* sensitivity.”'® In vivo, a single ip bolus of SR33805
in Ml rats improved contractile function. This effect could be
explained, at least in part, by an effect of the drug at the cardiomyo-
cyte level. Application of 10 wM of the SR33805 restored Ml cell
shortening without affecting the amplitude of Ca®" transient. This
positive inotropic effect of SR33805 can be explained by the observed
increase in myofilament Ca*" sensitivity, which could be related to
the concomitant slight increase in MLC-2 phosphorylation and a
more significant decrease in Tnl phosphorylation after PKA inhibition
induced by the drug.

It has been shown that increasing contractility after MI worsens
cardiac injury and pump dysfunction.”® However, the increase in con-
tractility was performed by over-expressing of (32-subunit of the
L-type calcium channel, which increased Ca®" release. This
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therapeutic strategy is the opposite of that typically used clinically for
treatment of HF, which involves the use of 3-blockers to preserve the
reserve of pump function and reduce Ca®'-induced arrhythmias.
There is, however, a need for cardiotonic agents for the improvement
of contractile dysfunction in acute HF and in the aggravating phases of
chronic congestive HF'* that targets specifically the myofilaments.
Recently, it was shown that increasing myofilament calcium sensitivity
by over-expressing the slow skeletal Tnl isoform delays decompen-
sated hypertrophy following ML."™ To our knowledge, this is the
first study that investigated the effect of the SR33805 in pathological
conditions. The results report that an ip bolus of SR33805 can
improve in vivo LV contractility of rats with HF. In vivo LV contractility
was estimated by echocardiography investigations. Although these
experiments should be confirmed in the future with systemic haemo-
dynamic investigations, they are in line with the results obtained in
anaesthetized, open-chest dogs showing that intravenous adminis-
tration of SR33805 resulted in a large, significant increase in the per-
centage segment shortening assessed using ultrasonic microcrystals
and dP/dt,....° This effect cannot be explained by the vasorelaxant
and Ca®" entry blocker properties of the SR33805 classically
described with this drug. Further investigations are required to
clearly discriminate the relative contribution of the beneficial effects
of this drug on cellular properties and other potential mechanisms.
In particular, SR33805 has a strong effect on vascular system which
has not been explored in the present study. Part of the positive ino-
tropic effect observed here and in various studies could be related to
increased coronary blood flow as described in the dog.® Interestingly,
at the cellular level, SR33805 did not affect the Ca*" transient in failing
myocytes, whereas it did in control cells.* This effect could be due to
a high dependency of SR33805 Ca”" blockade on membrane poten-
tial. Both in vascular® and cardiac'® preparations, SR33805 Ca**
blockade is reduced in depolarized preparations, which could be
the case in failing cardiomyocytes."”'® Alternatively, HF-specific
alterations in the intracellular metabolic environment can possibly
also underlie the difference in the effects of SR33805 on the Ca®"
transient between failing and control cardiomyocytes.

A potential risk of Ca>" sensitizers is the amplification of the dias-
tolic dysfunction induced by an increase in Ca*" sensitivity to diastolic
levels of [Ca®"].""?° Previous studies in isolated myocytes and myo-
cardium have demonstrated longer relaxation time, higher resting
force,”! or shorter diastolic cell length®* after EMD 57033 adminis-
tration, all of them support myofilament activation. It has been
argued that the use of Ca*" sensitizers in patients with HF might
be deleterious rather than advantageous based on these results.
The only class of Ca®" sensitizer that reached clinical investigations
is levosimendan, which did not alter the relaxation rate”® and even
showed some lusitropic effects in both normal and failing dogs.”*
The goal of the present study was not to compare to or compete
with levosimendan but instead to find a drug that could have the
same final beneficial effects with reduced negative side effects.

In the present study, there was no sign of relaxation prolongation
after SR33805 treatment in vivo as assessed by the deceleration time
(52.6 + 6.0 and 48.8 + 3.8 ms in Ml and MI-SR, respectively). At the
cellular level, no signs of increased passive tension in permeabilized
myocytes or prolongation of Ca*" decline at low stimulation fre-
quency in intact myocytes were observed, but instead, a faster
decline as assessed by Tau was obtained, suggesting a favoured
Ca*" reuptake by SR33805 treatment (Figure 2C). Moreover,
SR33805 induced an acceleration of contraction and relaxation

velocities in Ml cells (Figure 1C and D) and in control cells.* Similar
changes on contraction have been reported in myocytes over-
expressing the specific cardiac MLCK in which MLC-2 phosphoryl-
ation was increased.”> This suggests that changes of myofilament
properties can affect the velocities of cell shortening/relaxation and
that the increased phosphorylation level of MLC-2 after SR33805
treatment, although modest, may participate in this effect. In addition,
the faster Ca®>" decay observed in the present study after SR33805
treatment may also participate in the faster relaxation velocity. The
mechanism of the accelerated Ca®" decay seen after SR33805 treat-
ment is unclear. Calcium transient decay is the resultant of Ca*"
release (via the ryanodine receptors) and Ca®" removal from the
cytosol. The latter is performed by SR Ca*" reuptake (via SERCA),
Ca®" extrusion (via sodium—calcium exchange channels), and Ca*"
binding to the myofilaments. Moreover, the action potential duration
(APD) affects the duration of calcium entry through ICa,. In previous
experiments, we have shown that SR33805 can reduce the APD by
decreasing 1Ca,. During HF, APD is prolonged, which prolongs
Ca®" entry via ICa, and alters Ca®" signalling duration (for review,
see Richard et al.*). Although the experiments have not been per-
formed in MI myocytes, we expect APD reduction in Ml myocytes
with SR33805 treatment, which may initiate earlier Ca®" decay
without affecting the amplitude of Ca®*" transient that was already
reduced in MI myocytes by —15% compared with sham myocytes.
More experiments are required to determine the effect of SR33805
on Ca*" homoeostasis during HF.

An interesting feature of SR33805 is the length dependency of its
effects on HF myofilament properties. We observed a modest, but
significant, effect at short SL on myofilament Ca®* sensitivity
(+0.07 pCa wunit) and a more pronounced effect at long SL
(4+0.16 pCa unit), resulting in a normalized LDA as indexed by
ApCaso. This result had been previously reported in control cells®
and is not shared with other Ca*" sensitizers such as EMD 57033,
CGP-48506, and calmidazolium that blunted LDA in permeabilized
preparations.”” The LDA mechanism is a cellular basis of the
Frank—Starling law of the heart and is a prerequisite of the normal
heart function. The molecular mechanism of LDA and the effect of
SR33805 on LDA are unclear. Increasing the phosphorylation level
of MLC-2, even to a modest amount, is known to increase myofila-
ment Ca*" sensitivity”® and has been proposed to participate in the
LDA regulation.”'® In the present study, MLC-2 phosphorylation in
stretched preparations was decreased in HF rats compared with
sham animals and partially restored after SR33805 treatment
(Figure 4A). This is in line with a report in porcine coronary artery
study showing that application of SR33805 induces a leftward shift
of the [Ca”]i—force relationship correlated with increased MLC-2
phosphorylation.” The signalling pathway that leads to MLC-2 phos-
phorylation, particularly in a stretched state, is unknown. SR333805
may thus act on a stretch-sensitive kinase or phosphatase and/or a
phosphorylation site(s) more accessible in a stretched state.
SR33805 modestly, but significantly, increased MLC-2 phosphoryl-
ation (+10%). Although minor changes of MLC-2 phosphorylation
can significantly change myosin head position, and thus the level of
myofilament activation (for review, see Morano®’), we suspect that
other mechanisms are involved that significantly contribute to the
large myofilament Ca*" sensitization induced by SR33805.

Ca®" sensitizers can improve contraction by affecting troponins
and/or directly facilitating cross-bridge cycling.'® From the present
study, a direct effect of SR33805 on troponins or cross-bridge kinetics
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cannot be excluded and has to be determined in future experiments.
Tnl phosphorylation on PKA sites was increased in the Ml myofila-
ments (Figure 4B), consistent with a hyperadrenergic state and the
decrease of myofilament Ca’" sensitivity observed in Ml at this
stage of HF3° During HF, the sympathetic nervous system activity
increases in order to maintain an adequate heart output.>' This
process leads to increased [3-adrenergic receptor stimulation and
PKA-mediated phosphorylation of several excitation—contraction
coupling proteins.>*7>* In the advanced stage of HF, the increased
sympathetic nervous system leads to a desensitization of (3-adrenergic
receptors that induces down-regulation of the PKA signalling pathway
(for review, see Hamdani et al®®). The SR33805 behaved as a
B-blocker molecule by blocking PKA activity, which decreased Tnl
phosphorylation on PKA sites and could explain part of the sensitiz-
ation of the myofilaments to calcium.®® The effect of SR33805 on
Tnl is unique in the family of Ca*" sensitizers that are known to
affect, for some of them, Tnl phosphorylation on PKA sites by the
inhibition of phosphodiesterase activity.***” In addition, recent publi-
cations showed that P*'-activated kinase-1 (Pak-1) activation can
increase myofilament Ca®" sensitivity via stimulation of the phospha-
tase PP2A that dephosphorylates Tnl.?®3? Thus, the effect of the
SR33805 on phosphatase activity remains to be determined and the
possible involvement of Pak-1 should be considered. Nevertheless,
the present data suggested a direct inhibition of (recombinant) PKA,
which does not support the involvement of these pathways in the
SR33805-mediated alterations.

Potential limitations should be acknowledged in this study. In par-
ticular, the effect of the SR33805 in human tissue with HF has not
been tested here. In human failing heart, several studies have reported
an increase in myofilament Ca** sensitivity associated with a decrease
in PKA-dependent phosphorylation of Tnl that is due to the heavy
medication of the patients in particular with B-blockers.**~** Consid-
ering that SR33805 affects the level of phosphorylation of several
myofilament regulatory proteins, future tests on human tissue with
HF should carefully take into account a possible interaction with
the pharmacological treatments of the patients.

In summary, our findings show that acute treatment with SR33805
improved cardiac contractility of rat with HF in part by modulating the
phosphorylation status of sarcomeric regulatory proteins, which then
sensitized the myofilaments to Ca*". Further investigations need to
be conducted in order to explore other cellular mechanisms, such
as direct interaction of SR33805 with thin or thick filaments, and
the relative contribution of the vascular and myocardial systems
that may underlay the in vivo beneficial effect of the SR33805.
Another interesting feature of SR33805 is its lack of deleterious
effects on Ca®" homeostasis such as increased Ca>" release and/or
delayed Ca®" reuptake. SR33805 might therefore be considered as
a therapeutic tool for the management of acute or chronic failing
hearts, in particular, those without (3-blocker treatment.

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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