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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Szivelégtelenség: egy globalis egészségiigyi kihivas

A szivelégtelenség prevalencidja a fejlett orszagok felndtt lakossaganak korében 1-2%,
melynek diagndzisa utan az 5 és 10 éves talélés mindossze 50% és 10%. A szivelégtelenség
egy olyan komplex szindroma, mely a kardialis szisztolés vagy diasztolés kapacitas barmilyen
oregedd populdciokban a szivelégtelenség gyakran megtartott bal kamrai ejekcios frakcioval
(>50%) jelentkezik (HFpEF). Akut koronaria szindroma fellépte esetén viszont a bal kamrai
miokardialis infarktus csokkent ejekcios frakciot (<40%) okoz (HFrEF). Sajnalatos modon a
szivelégtelenség minden fenotipusanak prevalencidja €s mortalitdsa magas.

A szarkomer a legkisebb funkcionalis egység a szivben. A szarkomert alkoto
strukturalis, funkcionalis és regulator fehérjék patofizioldgiai modulacidja ezért alapveten
befolyasolja a szivizomsejt kontrakcid-relaxacid finoman hangolt ciklusat. A kardialis
remodelling soran ilyen jellegli koéros modulaciok a miofilamentalis fehérjék akut
degradaciojahoz vagy kronikus foszforilacios valtozasathoz vezetve ronthatjdk a
szivizomsejtek erégeneracids kapacitasat €s rugalmassagat.

Annak ellenére, hogy a miokardialis infarktus adekvat terapiaja az azonnali
revaszkularizaci6, a beavatkozas eredményeként fellépd iszkémia-reperfiizié kéarosodasok
komoly gyakorlati kihivast jelentenek. Az is ismert, hogy a hipertonia a szivelégtelenség
leggyakoribb komorbiditasa, melyben a legjelentdsebb koroki tényezd a renin-angiotenzin
rendszer (RAS) patologias aktivitasa, a RAS terapias gatlasa azonban a szivelégtelenség egyik

fenotipusaban (HFrEF) hatasos, mig a masikban (HFpEF) nem.

1.2. A szarkomer miikodésének élettani alapjai
A szivizomsejtek altal kifejtett mechanikai munka a szarkomer kontraktilis (aktiv),

valamint nem kontraktilis rugalmas és viszkozus (passziv) elemeinek 6sszhatasan alapul.
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A szivizom-kontrakcid6 mechanizmuséanak élettani alapja az aktin molekuldk és a
miozin molekuldk un. ,feji” régioi kozotti kereszthidak képzddése és felbomldsa. A
kereszthid-ciklus eredményeként az interdigitaldo vékony (aktin) ¢és vastag (miozin)
filamentumok egymason vald elcsiszasa egymashoz kozeliti a Z-korongokat, ezért a
szarkomer megrovidiil. Ez az un. ,,csusz6 filamentum modell”.

Diasztolé soran az intracellularis [Ca?'] alacsony, a kontrakciot szabalyozo troponin
fehérje komplex [kardidlis troponin C (cTnC), I (¢Tnl), T (cTnT)] és a tropomiozin
megakadalyozza az erdgeneralo aktin-miozin kolcsOnhatast. Szisztolé soran az intracellularis
[Ca?*] emelkedése inditja meg és tartja fent a filamentumok csuszasat. A miofilamentalis
kontrakcidhoz sziikséges kémiai energiat a miozin adenozin-trifoszfat (ATP)az altal végzett
ATP hidrolizis biztositja. A relaxacidohoz a miozin fejek ismételt ATP kotése sziikséges,
ennek elmaradasa esetén az aktin-miozin komplex megmerevedik (rigor). A miozin motor
fehérje tehat azaltal general erét és elmozdulést, hogy ATPaz aktivitdsat osszehangolja az
aktinnal 1étesitett ciklikus interakcidjaval.

A miozint két miozin nehéz lanc (MHC), valamint két esszencialis miozin konnyl
lanc (MLC-1) és két regulatorikus miozin konnyii lanc (MLC-2) alkotja. Az MHC izoforma
kompozicid6 0Osszefiiggésben van az erdgeneracid sebességével ¢&s energetikajaval.
Emldsokben két kiilonbozé MHC izoforma ismert (a-MHC és B-MHC), melyet két kiillonb6z6
gén kodol. A ragesalo kamrai szivizomzatban az a-MHC az elsddleges (~90%), mig a human
kamrai miokardiumban a B-MHC a predominans izoforma.

A szivizomsejt passziv fesziilés és egyben a cellularis diasztolé egyik f6 tényezdje a
titin oriasfehérje. A titin 3000-3700 kDa molekulatomegével a legnagyobb ismert polipeptid,
¢s mintegy molekularis rug6 kifesziilve a fél szarkomeren (a Z-korongtél az M-csikig) az
izom passziv nyujthatésagaért felel. Feln6tt human szivben a titin két {6 izoforméaja

expresszalodik: egy rovidebb és merevebb N2B (~3000 kDa) izoforma és egy hosszabb,



rugalmasabb N2BA (>3200 kDa) izoforma. A titin elasztikus rugdja a szarkomer I-csik
un. “PEVK” szegmens (prolinban, glutamatban, valinban ¢és lizinben gazdag elem). A titin
izoforma kompozicidja fajokként eltérd, ami predominansan az N2B izoforma ragcsalokban
¢s az N2BA nagyobb emldsokben. A hosszu titin izoformak (N2BA) alacsonyabb passziv
fesziilést eredményeznek, mig a rovid izoformak (N2B) magasabb passziv fesziilést
biztositanak.

Kronikus kardiovaszkularis betegségekben (pl. HFpEF-ben) a szarkomer passziv
mechanikai tulajdonsagait meghatdrozd patofizioldgiai tényezé a titin foszforilacids
allapotanak kinazok altal medialt valtozatos moduléacidja. A protein kindz Co (PKCa) a titin
PEVK domén (pl. Ser-12742 és Ser-12884 a patkany, illetve Ser-11878 és Ser-12022 a human
szekvencia szerint) kizarolagos foszforilacijaval noveli a molekula fesziilését ¢€s
viszkozitasat.

Patologias koriilmények kozott a miofilamentumok (aktin, miozin és titin), valamint a
regulator fehérjék (troponin komplex €s tropomiozin) izoforma dsszetételének megvaltozasa,
oxidacios ¢és foszforilacids 4llapotdnak modosuldsa, vagy degradécidja direkt modon
befolyasolhatja egyrészt az erdgeneracid teljesitményét, Ca?*-érzékenységét és kinetikajat,

masrészt a titin-dependens passziv fesziilést.

1.3. A Ca?* szerepe akut miokardialis diszfunkcioban: a Ca?* paradox jelenség

Az akut koszoruér-elzarédas okozta szivizom-karosodas egy kétarci folyamat
eredménye. Az egyik patologiai tényezé maga az iszkémia, a masik probléma bizonyos
esetekben éppen a reperfizid (iszkémia-reperfuzié karosodasok). Az akut miokardialis
infarktus aktualisan leghatékonyabb terapidja az idoben végzett koronaria revaszkularizacio,

mely leginkabb képes mérsékelni az infarktus méretét, megdrizni a bal kamrai szisztolés



funkciot, valamint késleltetni a kronikus atépiilést és szivelégtelenséget. A reperfizié azonban
paradox médon hozzajarulhat az infarktus soran kialakulé miokardialis karosodashoz.

Ha egy fiziolégidsan perfundalt izolalt szivet 4tmenetileg Ca®'-mentes Krebs-
Henseleit pufferrel, majd ismét fizioldgiasan perfundalunk, akkor a sziv hamar tonkremegy.
Ez a rovid ideig Ca?* depletdlt sziven kivaltott Ca?* replécié okozta adverz hatis az un. Ca?*
paradoxként ismert jelenség. Habar az in vivo patofiziolégidban a Ca?" deplécidja és
replécidja nem kizarélagosan jelentkezik iszkémia-reperfiizid soran, a citoszolikus [Ca?']
extrém emelkedése az egyik kulcselem az iszkémia-reperfiizio miokardium kéarosodasban.
Eppen ezért a Ca?* paradoxnak kitett izolalt sziv széles korben ismert modell az iszkémia-
reperfuzié soran fellépd Ca?* tultdltddés okozta strukturalis és funkcionélis miokardialis
karosodas mechanizmuséanak tanulmanyozésara.

A Ca* depléciot kovets Ca®** repléci6 globalis bal kamrai funkcionélis
kovetkezménye a szisztolés nyomds latvanyos csokkenése ¢és ezzel parhuzamosan a
végdiasztolés nyomas jelentés emelkedése. A Ca?* paradox hatasara fellépd dramai
kontraktilis zavar hatterében miokardialis hiperkontraktara és Kkiterjedt ultrastrukturalis
kérosodas all. Ca?* deplécio alatt ugyanis megbomlik az egymassal szomszédos
szivizomsejtek interkalalo korongjai kozotti kapcsolat, és felbomlanak a sejt-sejt, illetve sejt-
extracellularis matrix kapcsolatok. Végiill massziv Ca?* tultoltédésben kialakul a
hiperkontraktira, mialatt a sziv ,,sdpadtta” valik a mioglobin veszteség miatt.

Ezzel péarhuzamosan szdmos intracelluldris véltozds is bekovetkezik a Ca?
paradoxnak Kkitett izolalt szivekben, melyek egyiittesen Ca?* tultdltddést eldidézve az
intracellularis Ca?* mozgas kiterjedt zavarat okozzak. Ugyanakkor, azt egyelére még nem
sikeriilt tisztizni, hogy Ca?* paradoxban vajon a szarkomer szétesése és a miofilamentumok
kérosodasa is hozzdjarul-e a kontraktilis elégtelenséghez. Ezzel kapcsolatban a Ca?*-paradox

crer

patkany modelljeiben az MLC-1, valamint a troponin | és az o-fodrin degradaciojat mar



leirtdk. Annak ellenére, hogy a Ca?* paradox mostanaban nem egy ,,forrd téma”, a legujabb
tudoményos erdfeszitések lathatoan mégis képesek voltak 0j betekintést nyujtani a Ca®*

taltoltddés mechanizmusaba.

1.4. A RAS patofiziologiai szerepe kronikus miokardialis diszfunkciéban

A RAS biokémiai kaszkddja kulcstényezé a vérnyomads szabalyozdsaban, ennek
megfelelden a RAS valtozasai kritikusak a hipertonia kialakuldsdban és fenntartasaban. A
hipertonia a leggyakoribb human betegség ¢és egyben a szivelégtelenség leggyakoribb
tarsbetegsége. A jellemzden hipertonia talajan kialakuld HFpEF fenotipusban a bal kamra
hipertrofia és fibrozis noveli a szivizomzat merevségét, ami kdvetkezményesen rontja a bal
kamrai relaxaciot €s diasztolés telddést, végiil diasztolés diszfunkcio fejlodik ki.

Kardiovaszkularis betegségekben az angiotenzin I AT1R tipust receptoran kozvetiti a
RAS patologias hatdsait, melyek elsésorban a fokozott szimpatikus tonus és aldoszteron
szekrécio, vazokonstrikcio, sO- és vizretencid, immun- és gyulladasos valaszok, valamint a
globalis kardiovaszkularis sejtproliferacio és remodelling. Ezzel szemben, az ACE homolog
ACE2 enzim egy ellen-regulatérikus szerepld a RAS szignalizacioban. Az ACE2 az
angiotenzin II bontasaval angiotenzin 1-7 molekulat képez, mely Mas receptoran (MasR)
hatva fejti ki a RAS eldnyds hatésait, melyek elsdsorban a vazodilatacid, natriurézis,
szovetgyogyulas, differenciacio, apoptozis és a csokkent sejtproliferacid. Mindezek tehat két
ellentétes hatast ag mitkodését igazoljak a RAS jelatvitelében, az egyik ag a klasszikus ACE
— angiotenzin Il — ATiR tengely, mig a masik ag az alternativ ACE2 — angiotenzin 1-7 —
MasR tengely. Erdekesség, hogy az alternativ titvonal aktivitdsa a klasszikus uton termel6dd
angiotenzin I és II mennyiségének fliggvénye, tekintettel arra, hogy ezen peptidek az ACE2
szubsztratjai. Az ACE2 az angiotenzin Il-indukalt miokardialis hipertrofia, fibrozis és
diasztolés diszfunkcido negativ regulatora, ezért hianya hipertonidban ¢és miokardidlis

infarktusban adverz patologias remodelling-hez vezet.



A RAS inhibitorok gyakorlati sikere valoban igazolja a RAS kozponti szerepét a
szivelégtelenség HFpEF ¢s HFrEF fenotipusainak patomechanizmusa ¢€s terapidja egymastol
lényegesen eltérd. Erdekes modon a RAS gatloinak hatékonysaga ellentmondasosnak tiinik,
mivel azok HFrEF-ben bazisterapianak szamitanak, de HFpEF-ben eredménytelenek. Ami azt
illeti, HFpEF-ben a mai napig nincs bevalt terapias modszer.

Az ellentmond6 gyakorlati tapasztalat igazolja a renint tilexpresszald transzgenikus
patkdny torzs (mRen2) mint hipertonia modell jelentdségét. Mivel ezekben az allatokban
felmeriilt a szoveti angiotenzin II patofiziologiai szerepe, ezért az mRen2 modell alkalmas a
lokalis patologiads RAS jelatvitelhez kotheté miokardidlis diszfunkcié tanulmanyozésara.
Figyelemre mélto, hogy az mRen2 patkanyok fenotipusanak karaktere hasonlé ahhoz, mint
ami human szivelégtelenségben is lathatd. Nevezetesen, az mRen2 miokardium hipertrofiat,
extracellularis kollagén felhalmozodast és perivaszkularis fibrozist, valamint angiotenzin 1l-
medialt oxidativ stresszt mutat. Tovabba, egyes in vivo vizsgalatok csokkent bal kamrai
szisztolés funkcidt (ejekcios frakcid), a papillaris izmok csokkent pozitiv inotrop
vélaszkészségét és nylizott rostok csdkkent Ca®*-érzékenységét allapitottak meg ezekben az
allatokban. Ezek a funkciondlis valtozasok 0sszességében a kontraktilitds zavarara és a HFrEF
fenotipusra jellemzo eltérések. Ugyanakkor, mas mRen2 tanulmanyokban bizonyos in vivo
evidenciak a normal ejekcios frakcid, de a koros diasztolés funkcid mellett szolnak. Az
mRen2 szivek relaxacids zavara Osszhangban lehet a beldliikk szarmazé nyuzott bal kamrai
rostok megndvekedett diasztolés fesziilésével. Osszességében ugy tiinik, hogy a hipertonias
mRen2 patkanyok kardialis diszfunkciojanak fenti valtozatai megfelelden tiikr6zik a human

betegségben fellépé miokardialis atépiilés soksziniiségét.



2. CELKITUZESEK

2.1. A szarkomer diszfunkcié mechanizmusanak vizsgalata Ca?* paradoxban

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

miofilamentalis fehérjék kozott.

2.2. A szoveti RAS szerepének vizsgalata diasztolés diszfunkcioban

Célunk volt meghatarozni a RAS patologias aktivitdsanak kdzvetlen hatasat a kardialis
szarkomer mukodésére a renint tulexpresszald6 mRen2 allattérzsben. Tanulmanyunkban 15
hetes him homozigdta mRen2 patkanyokban meghatiroztuk a miokardidlis ACE és ACE2
aktivitasokat, karakterizaltuk az izolalt szivizomsejtek funkciojat, felmértiik az angiotenzin II
utvonalon a PKCa expressziot, valamint megvizsgaltuk a szarkomer passziv fesziiléséért

felelds titin foszforilaltsagi allapotat.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Médszerek I: a Ca?* paradox modell

3.1.1. 4 kisérleti allatok felhasznalasanak iranyelvei
Az allatkisérleti protokollokat a ,, Canadian Council on Animal Care” és a ,, National
Institute of Health” iranymutatasai alapjan ellendrizte és elfogadta a ,, University of Manitoba

Animal Care Committee ”.



3.1.2. Ca?* paradox Langendorff szerint

Him Sprague-Dawley patkanyok (SD, 250-300 g) izolalt szivét fiziologias Krebs-
Henseleit oldattal (120,0 mM NaCl, 4,8 mM KCI, 1,2 mM KH2POs, 1,25 mM CaClz,
1,25 mM MgSQOs4, 25,0 mM NaHCOs ¢és 8,6 mM gliikéz; pH 7,4) Langendorff mddszerrel
(37 °C, 95% 02, 5% COz2) perfundaltuk. A perfazié soran a sziveket elektromosan ingereltiik
(300 stimulus/perc). Husz perces stabilizacidés periddust kovetden a sziveket 3 csoportba
(n = 7-9/csoport) randomizaltuk. Ezt kovetdéen a sziveket perfundaltuk vagy tovabbra is
fiziologias (Ca?*-0s) Krebs-Henseleit pufferrel 15 percig (kontroll), vagy Ca?*-mentes,
maskiilénben normal pufferrel 5 percig (Ca?* deplécio), vagy Ca?* depléciot kdvetden ismét
fiziologias Krebs-Henseleit pufferrel 10 percig (Ca?** paradox). A Langendorff szerint
perfundalt szivek bal kamrai iiregébe erdmér6hoz csatlakoztatott vizzel teli latex ballont
helyeztiink. Regisztraltuk a bal kamra altal kifejtett nyomast és a bal kamrai végdiasztolés
nyomadst, valamint meghatiroztuk a bal kamraban kifejlédé nyomds id6 szerinti elsd
derivaltjanak maximumat €s minimumat abszolit értékben (dP/dtmax és dP/dtmin, a fenti

sorrendben).

3.1.3. Miofibrillaris ATPaz aktivitas

Bal kamrai miofibrillumokat (n = 7-9/csoport) izolaltunk, majd szuszpenzids
médiumban szuszpendaltunk (100,0 mM KCI, 20,0 mM Tris_HCI; pH 7,0). A total ATPaz
aktivitast a kovetkez0 pufferben mértik: 20,0 mM imidazol, 3,0 mM MgCly,
2,0 MM Na2ATP, 5,0 mM NaNs, 50,0 mM KCI, 0,01 mM szabad Ca?"; pH 7,0. A bazilis
Mg?*-fiiggd ATPAaz aktivitast szintén ebben a pufferben hataroztuk meg, kivéve, hogy ekkor a
szabad Ca?*-ot 1,0 MM EGTA-ra cseréltiik. A reakci6idd 37 °C-on 5 perc volt, melyet
jéghideg 12%-0s trikloroecetsav hozzaadasaval allitottunk le. Centrifugalast kovetden a
foszfatot a feliiliiszobol kolorimetrias modszerrel hataroztuk meg. A Ca®'-stimuldlt ATP4z

aktivitast a total és a bazalis (Mg?*) ATP4z aktivitas kiilonbségeként szamoltuk.
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Izolalt szivizomsejtek mechanikai vizsgalatanak mérdrendszere

A Langendorff-perfundalt mélyfagyasztott (—70 °C) szivizomszoévet mintakat (n = 5-
7/csoport) izolald oldatban (1,0 mM MgClz, 100,0 mM KCI, 2,0 mM EGTA, 4,0 mM ATP,
10,0 mM imidazol; pH 7,0) 4 °C-on mechanikailag izolaltuk és 0,5% Triton X-100
detergenssel membran-permeabilizaltuk. Az izolalt szivizomsejteket egy hosszvezérld

motorhoz €s egy erdmérd egységhez rogzitettik 15 °C-on. A szivizomsejtek izometrids

crer

crer

37,11 mM KClI, 6,41 mM MgClz, 7,0 mM EGTA, 6,94 mM ATP, 15,0 mM kreatin-foszfat;
pH 7,2) aktivaldé oldatba (Osszetétele megegyezik a relaxalo oldattal, de EGTA helyett
CaEGTA-t tartalmaz) torténd transzferével indukaltuk. Kisérleteinkben a Ca?*
koncentraciokat —ogo[Ca?'] egységekben adtuk meg. Minden oldatot frissen egészitettiink ki
proteaz inhibitorokkal: fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF): 0,5 mM; leupeptin: 40 uM; és E-
64: 10 uM. A membranfosztott szivizomsejtek maximalis és szubmaximalis Ca®*-aktivalt
hasznalataval regisztraltuk. Meghataroztuk az er6-regeneracio sebességi allandojat (ki) és az
erégeneracio Ca®'-érzékenységét (pCaso). A vizsgalt szivizomsejtek Ca®*-fiiggetlen passziv

erejét relaxald oldatban (pCa 9,0) mértiik.

Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A Langendorff-perfundalt bal kamrai szOvetmintikat (n = 5/csoport) fagyos
mozsarban poritottuk és jéghideg pufferben (30,0 mM KCI, 15,0 mM imidazol, 5,0 mM NaCl,
1,0 mM MgClz, 1,0 mM EGTA, 1,0 mM EDTA, 0,5 mM DTT és CaClz, 0,3 mM Calpain
Inhibitor 1, leupeptin és Phosphatase Inhibitor Cocktail 1; pH 7,5) homogenizaltuk. A

homogenizatumokat natrium-dodecil-szulfat (SDS) mintapufferben 3 percig foztik. A
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fehérjéket egy-dimenziés SDS-PAGE hasznélataval gradiens gélben (koncentracio tartomany:
6-18%) szeparaltuk és eziistfestéssel vizualizaltuk. A kisméretli miofilamentélis fehérjéket
(<100 kDa koriil) egy-koncentracios SDS-PAGE hasznalatlaval (a-aktinin: 7%; dezmin: 10%;

aktin, cTnT, Tm és cTnl: 15%; MLC-1 és MLC-2: 20%) szeparaltuk.

Western immunoblot

A miofilamentalis fehérjéket Western immunoblottal azonositottuk, ahol a
membranokat a kovetkezé elsédleges antitestekkel jeloltik: anti-o-aktinin EA-53 klon
(Sigma-Aldrich), higitas 1:5000; anti-dezmin DE-U-10 klon (Sigma-Aldrich), higitas 1:7000;
anti-aktin (Abcam), higitas 1:1000; anti-cTnT 1A11 klon (Research Diagnostics), higitas
1:3000; anti-Tm (Sigma-Aldrich), higitas 1:600; anti-cTnl 19C7 klon (Research Diagnostics),
higitas 1:1000; anti-MLC-1 (Santa Cruz Biotechnology), higitas 1:7000; anti-MLC-2
(Abcam), higitas 1:400.

MHC izoformdk vizsgalata

A kamrai szoveteket (n = 5/csoport) denaturald koriilmények kozott homogenizaltuk.
Az MHC izoformékat (o és PB) 4%-os poliakrilamid gélen szeparaltuk konstans 220 V
fesziiltségen 3-3,5 oran at 15 °C-on. A géleket Coomassie gélfestékkel festettilk. Human
szivelégtelen kamrai szivizomszovet szolgalt a-MHC és B-MHC izoforma kontrollként. Az
MHC Western immunoblot analizishez a mintakat (n = 4-6/csoport) a mechanikai mérésekhez
hasonloan dolgoztuk fel, de ebben az esetben a szivizomszdvetet izoldld oldat helyett
mintapufferben oldottuk fel. Him SD patkany musculus soleus vazizom szolgalt B-MHC
izoforma kontrollként. A membranokat transzfer utan az alabbi elsédleges antitestekkel
jeloltik: pan anti-MHC (Sigma-Aldrich), higitas 1:10000; és anti-B-MHC izoforma: egér

IgM, MYH7 (A4.840) sc-53089 (Santa Cruz Biotechnology), higitas 1:1000.
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Titin esszék

A kamrai szivizomszoveteket (n = 3 duplikatumban/csoport) a mechanikai mérésekhez
hasonldan készitettiik eld, és SDS mintapufferben [8,0 M urea, 2,0 M tiourea, 3,0% SDS,
75,0 mM ditiotreitol (DTT), 0,05 M Tris_HCI (pH 6,8), 10,0% glicerol, 0,004% brom-fenol
kék, 40,0 uM leupeptin, 10,0 uM E-64] tartuk fel. Human szivelégtelen kamrai minta szolgalt
géleken PAGE altal végeztik. A gélek 2 mA konstans aramerdsség mellett 540 percig

futottak. A géleket Coomassie kék fehérjefestékkel festettiik.

Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + a kozépérték kozepes hibaja (SEM) formaban tiintettiik fel. A
csoportok kozotti kiilonbségeket egyszempontos varianciaanalizis (ANOVA) Bonferroni post-
hoc teszt hasznalataval értékeltiik, ahol P<0,05 értéket tekintettiink statisztikailag

szignifikansnak.

3.2. Médszerek I1: az mRen2 modell
A kisérleti allatok felhasznadldasanak iranyelvei

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

vizsgalataban SD patkanyok (n = 6) szolgaltak geno- és fenotipus kontrollként.

A hipertonia transzgenikus mRen2 patkany modellje

Egér Ren-29 renin transzgént hordozé (mRen2) him homozigdta patkanyokat (n = 6) a
,,Max Delbriick Centrum Fiir Molekulare Medizin” (Berlin-Buch, Németorszag) intézettol
szereztiik be. A 15 hetes kisérleti allatok szivét eltavolitottuk, a bal kamrat izolald oldatban

azonnal levalasztottuk, folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk, majd —70 °C-on taroltuk.
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Miokardialis ACE és ACE2 aktivitas

Koriilbeliil 0,1 g mélyfagyasztott bal kamrai mintdt (n = 4, SD és mRen2
patkanyokbol egyarant) tizszeres térfogatu jéghideg Dulbecco’s foszfat-puffer sooldatban
(DPBS, Ca?*- és Mg?*-mentes, Gibco) homogenizaltunk. Az ACE aktivitds meghatarozas
reakcidelegye 6 pl szivhomogenizatumot tartalmazott pufferben (100,0 mM Tris_HCI,
15,0 uM Abz-FRK(Dnp)P, 50,0 mM NacCl, 10,0 uM ZnClz; pH 7,0). A 45 perces reakcioidd
soran a fluoreszcens intenzitdsokat (excitdcio: 320 nm; emisszidé: 405 nm) 60
masodpercenként mértilk. A mért értékeket az id6 fiiggvényében abrazoltuk és linedris
regresszioval illesztettiik. Az ACE aktivitdst az alabbi képlet szerint kalkulaltuk: ACE
aktivitas = (S/k)*D/P; melyben S a fluoreszcens intenzitas emelkedésének sebessége
(meredekség), k a fluoreszcens intenzitas emelkedése 1 pmol szubsztrat hasitasa esetén, D a
higitasi faktor (35 ezekben a kisérletekben) és P a fehérjekoncentracio (mg/ml-ben). Egy Unit
megfelel 1 pmol szubsztrat hasitasanak 1 perc alatt 1 mg fehérje altal.

Az ACE2 aktivitds meghatarozas reakcioelegyéhez 20 pl szdvethomogenizatumot
adtunk proteaz inhibitorok jelenlétében: 10,0 uM Bestatin-hidroklorid; 10,0 uM Z-prolil-
prolin; 5,0 uM Amastatin-hidroklorid; 10,0 uM Captopril és 5,0 mM NaCl; 100,0 uM ZnClz;
75,0 mM Tris_HCI; pH 6,5. A reakcio-hémérséklet 37 °C volt. A 84 perces reakcididd soran
a fluoreszcens intenzitasokat (excitacio: 320 nm; emisszio: 405 nm) 6 percenként mértiik. A
mért értékeket az i1dd fliggvényében abrazoltuk és linedris regresszidval illesztettik. Az
illesztést r? >0,8 esetén fogadtuk el. Az ACE2 aktivitast az aldbbi képlet szerint kalkulaltuk:
ACE2 aktivitas = (S/K)*D/P; melyben S a fluoreszcens intenzitas emelkedésének sebessége
(meredekség), k a fluoreszcens intenzitds emelkedése 1 nmol szubsztrat hasitasa esetén, D a
higitasi faktor (10 ezekben a kisérletekben) és P a fehérjekoncentracio (mg/ml-ben). Egy Unit

megfelel 1 nmol szubsztrat hasitdsanak 1 perc alatt 1 mg fehérje 4ltal.
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Izolalt szivizomsejtek mechanikai teljesitménye
SD kontroll és mRen2 szivekbdl (n = 4/csoport) izolalt szivizomsejtek (n = 5-6/sziv)

mechanikai teljesitményét a Ca?* paradox protokolljaban leirtak szerint vizsgaltuk.

Titin esszék

duplikatumban/csoport) a Ca?* paradox protokolljaban leirtaknak megfeleléen végeztiik el.
Az SD kontroll és mRen2 mintakat tartalmazo géleket Pro-Q Diamond foszfoprotein festékkel
is megfestettik 90 percig. Western immunoblottal vizsgaltuk a titin PEVK domén egyes
szerin oldallancainak foszforilaciojat is. A foszfo-specifikus antitestek a teljes human és
patkany titin szekvencia alapjan vagy a Ser-11878 és Ser-12742 (PS26, GL Biochem, higitas
1:1000) vagy a Ser-12022 ¢és Ser-12884 (PS170, Genscript, Piscataway, higitas 1:1000)

foszforilalt oldallancokat ismerik fel, a fenti sorrendben.

Protein kindz Ca (PKCa) és aktin kontroll Western immunoblot

Koriilbelil 0,1 g mélyfagyasztott SD és mRen2 bal kamrai szivizomszovetet
(n = 4/csoport) tizszeres térfogath jéghideg DPBS-ben (Ca?*- és Mg*-mentes, Gibco)
homogenizaltunk. A homogenizdtumokat azonos volumenili kétszeresen koncentralt SDS
mintapufferrel egészitettiik ki és 10 percig 100 °C-on inkubdltuk. A PKCa expressziot €s
aktivitast anti-PKCa (Sigma-Aldrich, higitas 1:20000) és anti-foszfo(Ser-657/Tyr-658)-PKCa.
(EMD Millipore, higitas 1:500) antitestekkel teszteltiik, a fenti sorrendben. Az aktin

expressziot anti-aktin antitesttel (Sigma-Aldrich, higitas 1:3500) vizsgaltuk.

Statisztikai analizis
Az adatokat atlag + a kozépérték kozepes hibaja (SEM) formaban tiintettiik fel. A
csoportok Gsszehasonlitasara nem-paraméteres Mann-Whitney tesztet hasznaltunk, ahol

P<0,05 értéket tekintettiink statisztikailag szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. Kontraktilis és miofibrillaris diszfunkcié Ca?* paradoxban
A Ca?* paradox drdmaian rontja a bal kamra funkciot

A Kkontroll bal kamra altal kifejtett nyomas (127,4 + 6,1 Hgmm) latvanyosan csokkent
Ca?* deplécio (9,8 + 1,3 Hgmm, P<0,001) és Ca®* paradox (12,9 + 1,3 Hgmm, P<0,001)
hatasara egyarant. A  Kkontroll ~dP/dtmax ¢és  dP/dtmin  (7073,8 + 351,0 ¢és
4075,3 + 206,2 Hgmm/sec, a fenti sorrendben) ugyancsak jelentdsen zuhant Ca®* deplécié
(62,6 + 6,9 és 87,9 + 12,6 Hgmm/sec, a fenti sorrendben, P<0,001) és Ca?* paradox
(93,9+ 19,7 és 163,4 + 17,9 Hgmm/sec, a fenti sorrendben, P<0,001) soran. Ugyanakkor, a
Kontroll bal kamrai végdiasztolés nyomas (4,1 = 0,5 Hgmm) markansan emelkedett Ca?*
deplécioban (32,2 + 3,3 Hgmm, P<0,001), és még tovabb nétt Ca?" paradoxban

(72,4 = 5,0 Hgmm, P<0,001).

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

A kontroll Ca?*-stimulalt ATPaz aktivitas (12,08 + 0,57 pmol Pi/mg fehérje/h)
lecsdkkent Ca?* deplécioban (8,13 + 0,19 umol Pi/mg fehérje/h, P<0,001), és az is maradt
Ca?* paradox soran is (8,40 + 0,22 pmol Pi/mg fehérje/h, P<0,001). Ezzel szemben, a kontroll
bazalis Mg?*-fiiggd ATP4z aktivitas (3,20 £ 0,25 umol Pi/mg fehérje/h) nem valtozott Ca®*
deplécioban (3,27 £0,10 umol Pi/mg fehérje/h), de nétt Ca?* paradox soran

(7,21 £ 0,36 umol Pi/mg fehérje/h, P<0,001).

s rer

A Ca?* paradox lerontja a szivizomsejtek Ca®*-aktivalt erégenerdcidjat

A kardiomiocitdk maximalis aktiv fesziilése Ca®" deplécidban (21,04 + 2,32 kN/m?)
nem volt szignifikinsan kiilonbozé a Kkontroll értékektdl (25,07 + 3,51 kN/m?), de az
jelentdsen csokkent a Ca?" paradoxnak Kkitett sejtekben (12,12 + 3,19 kN/m?, P<0,05). A

Kontroll szivizomsejtek maximalis ki értékétdl pCa 4,75 mellett (Kumax, 4,61 + 0,22) a Ca?
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deplécio (3,85 + 0,21, P<0,05) és a Ca®" paradox (3,21 + 0,23, P<0,001) csoportok sejtjei
egyarant alacsonyabb értékeket produkaltak. A vizsgalt szivizomsejtek Ca®*-érzékenységére
vonatkozoan a pCaso érték 5,99 £ 0,02 volt a Ca®" deplécié csoportban, amely azonban
szignifikansan nem kiilonbozott a kontroll csoport pCaso értékétdl (5,94 + 0,02). Ugyanakkor,
a pCaso értéke 5,90 + 0,03 volt Ca?* repléciot kovetden, ami a Ca?* deplécid csoporthoz
képest alacsonyabb Ca®*-érzékenységre utal a Ca?" paradox csoportban (P<0,05). A
szivizomsejtek passziv fesziilése a kontrollhoz képest (2,13 = 0,29 kN/m?) Ca?* deplécioban

(2,11 + 0,54 kN/m?) és Ca?* paradoxban (2,25 + 0,35 kN/m?) nem valtozott.

4.2. a-MHC és ¢TnT degradacio Ca?* paradoxban
A Ca?* paradox karositia a miofibrillumok integritdsat: célkeresztben az o-MHC és a cTnT

A Kontroll csoporthoz képest a pan MHC Western immunoblot tobb fehérjesavot is
azonositott a Ca®* deplécio és a Ca®* paradox csoportokban, mely savok nagyobb mobilitassal
izoformat Western immunoblottal nem tudtuk kimutatni az altalunk vizsgalt patkany
szivekben. Ennek megfelelden az a-MHC az egyetlen MHC izoforma, ami a mintdinkban
Coomassie festés szintén csak az o-MHC izoformat igazolta a kontroll csoportban, mely
izoforma azonban az anyamolekul4tél alacsonyabb fehérjesavként jelent meg a Ca®* deplécio
és a Ca?* paradox csoportokban, utalva ezzel az MHC degradaciora ezekben a mintakban.
Tovabba, a cTnT is szemmel l4thatd progressziv degradaciot mutatott Ca?* depléci6 és Ca?*
replécio hatasara. Ezzel szemben, nem talaltunk valtozast a fehérjék mennyiségében és
integritasaban az a-aktinin, dezmin, aktin, Tm, cTnl, MLC-1 és MLC-2 esetében. Latszolag a

titin sem mutatott degradaciot Ca®* deplécié és Ca®* paradox soran.

16



4.3. Megnovekedett szivizomsejt Ca?*-fiiggetlen passziv fesziilés az mRen2
patkanyokban
A Ca?*-aktivalt erégenerdcié nem valtozik, mig a passziv fesziilés né az mRen2 szivekben

A kardiomiocitak Ca?*-aktivalt maximalis fesziilése szignifikansan nem kiilonbozott
az SD (29,05 + 2,80 KN/m?) és mRen2 (25,89 + 0,99 KN/m?) patkanyokban. Hasonloképpen,
az erdgeneracio Ca?'-érzékenységében sem taldltunk szignifikins kiilonbséget az SD
(5,87 £ 0,05) és mRen2 (5,83 + 0,01) csoportok kozott. Ezzel szemben, a szivizomsejtek
Ca?*-fiiggetlen passziv fesziilése magasabb volt az mRen2 patkanyok bal kamrajaban

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

4.4. A szoveti RAS intracellularis diszregulacidoja és a kardialis titin megvaltozott
foszforilacios mintazatanak kapcsolata az mRen2 modellben
A szoveti RAS jotékony utvonalanak hatdsfoka romlik az mRen?2 bal kamraban

A kardidlis ACE aktivitds hasonlé volt az SD (0,22 £ 0,02 U/mg) és mRen2
(0,26 = 0,02 U/mg) bal kamraban. A bal kamrai ACE2 aktivitas azonban az SD kontrollhoz
képest (3,82 = 0,31 U/mg) alacsonyabb volt az mRen2 csoportban (2,49 + 0,40 U/mg,

P<0,05).

A kardialis PKCa expresszio né az mRen2 modellben

A bal kamrai PKCa expresszi6é az SD kontrollhoz képest (1,00 = 0,12) 1,78 + 0,14-
szeres emelkedést mutatott az mRen2 allatokban (P<0,01). Ezzel parhuzamosan az mRen2
szivekben nem volt kiilonbség a foszforilalt (Ser-657/Tyr-658) PKCa relativ mennyiségében,
sem az aktin (1,25 = 0,17 mRen2-ben vs. 1,00 = 0,06 SD-ben), sem a PKCa expressziora

normalizalva (0,79 + 0,13 mRen2-ben vs. 1,00 + 0,10 SD-ben).

A titin PEVK domén foszforilacioja né az mRen?2 allatokban
Gé¢l- és blotfestés hasonlo titin expresszids mintdzatot mutatott az mRen2 és SD

szivekben. A dominéns fehérjesav 3000 kDa koriil az N2B titin izoforménak felel meg. Pro-Q
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Diamond foszfoprotein specifikus festékkel a titin hasonld foszforilacids szintjét talaltuk az
mRen2 (0,92 + 0,04) és SD (1,00 + 0,04) szivekben. Hasonldéan, nem lattunk kiilonbséget a
titin PEVK domén Ser-12884 foszforilacigjaban sem (0,92 + 0,14 mRen2-ben vs. 1,00 + 0,08
SD-ben). Az mRen2 miokardium (1,33 + 0,12, P<0,05) azonban a kontrolltol nagyobb Ser-

12742 foszforilacidt mutatott (1,00 £ 0,06) ugyanabban a titin (PEVK) régidban.

5. MEGBESZELES

5.1. A kontraktilis fehérjék degradacidja az aktomiozin mechanoenzim diszfunkciojahoz
vezet kisérletes Ca?* paradoxban

Tanulményunkban elsé alkalommal jellemeztiik a miofibrillumok szintjén a Ca?
paradox kardialis funkciora kifejtett hatdsat. Megfigyeléseink alapjan Ca?* deplécio, majd
replécid hatdsara az izolalt szivek globalis funkciézavarahoz megvaltozott miofibrillaris
ATPaz aktivitas és csokkent szivizomsejt Ca?*-fiiggd erdgeneracio tarsul. Tovabba, a Ca’*
paradoxot elszenvedd szivekben a kontraktilis fehérjék (a-MHC és cTnT) degradéacigja
kovetkezik be. Eredményeink arra utalnak, hogy az aktin-miozin interakcio elégtelensége
feltehetSleg a miofibrillumok karosodasa altal hozzajarul a Ca?* taltoltdttségben kialakuld
kontraktilis diszfunkciohoz.

Kisérleteinkben Ca®* megvonasban és Ca?* paradoxban egyarant a bal kamra altal
kifejtett nyomas €s dP/dtmax dramai csokkenését figyeltiik meg, ami korabbi vizsgalatokkal
Osszhangban a pumpafunkcié nagymértékii hanyatldsanak a jele. Mindemellett, Ca?*
paradoxban a bal kamra jelentds végdiasztolés nyomasemelkedése és a csokkent dP/dtmin @
diasztolés teldédés zavarara utal, ami pedig parhuzamba allithatd a miokardium nagyobb
nyugalmi fesziilésével.

Az itt bemutatott sajat kisérleteinkben a Ca®" paradoxot elszenvedett izolalt szivek

miofibrillumaiban a Mg?'-dependens ATPaz aktivitds nott, de a Ca?*-stimuldlt ATPéz
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aktivitds csokkent. Ez a megfigyelésiink arra utal, hogy Ca®" paradoxban a miozin fejek
koveti, hozzajarulva ezzel relaxacio soran a merevebb aktin-miozin interakciokhoz és/vagy a
helyi ATP elhasznéldsdhoz. A szivizom kontrakcidjanak szabalyozasaban altalanos jelenség,
hogy a Mg?*-ADP szorosan kotédve a miozinhoz el8segiti az izometrias fesziilés kialakulasat
¢s redukalja a fesziilés kinetikajat. Nyuzott patkany rostokon végzett kisérletek bemutattak,
hogy a Mg?*-ADP direkt mdédon hat a rigor kialakuldsira és a miozin ATP4z aktivitdsara,
sugallva ezzel az 6sszefliggést a merev kereszthidak kialakuldsa és a miozin ATPaz aktivitas
novekedése kozott. Valoban, patkdny permeabilizalt szivizomsejtekben a rigor fokozott
miozin ATP4z aktivitassal tarsult, tovabba, a Mg?*-ADP stimulalta a miozin ATP4zt. Ezek az
eredmények felvetik a Mg?*-ADP disszocidcios 1épésekre és/vagy a tovabbi Mg?*-ATP
kotésre és a kereszthidak szétvalasara kifejtett gatlo hatasat. Eszerint gy tiinik, hogy Ca®*
paradoxban a stimulalt ATP4z a Mg?*-fiiggd forma, ami fokozott ATP hidrolizist és mérsékelt
Pi és ADP felszabadulast eredményez. Ez a latszdlagos ellentmondas aranyaiban egyre tobb
aktinhoz kotott miozin fejhez vezethet minden egyes kereszthid-ciklusban. A merev aktin-
miozin kapcsolat €s/vagy a magasabb bazalis ATP fogyasztas pedig nagyobb nyugalmi
fesziiléshez vezethet. Ez az elképzelés magyarazhatja a bal kamra magasabb végdiasztolés
nyomdsat Ca®* paradoxban. Masfell viszont azt talaltuk, hogy a Ca?* depletalt és Ca®*
paradox szivekben a globdlis szisztolés funkcioromlas csokkent miofibrillaris Ca?*-stimulalt
ATPaz aktivitassal tarsult. Régota ismert, hogy a miozin ATP4z hatdrozza meg az
izomdsszehuzodas sebességét, ezért a Ca?*-aktivalt kontrakcio sebességének paraméterei (pl.
dP/dt) szorosan korrelalnak a power stroke beinditisahoz sziikséges miofibrilldris Ca?*-
stimulalt ATP4z aktivitassal. Kovetkezésképpen, az alacsony Ca?*-stimulalt ATP4z aktivitas
csokkent Ca®*-fiiggd kontrakcidval tarsul, ami viszont szisztolés diszfunkciét eredményez,

csakugy, mint a Ca?* paradox szivben.
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Ezen tGlmenden, elsé alkalommal kiséreltiik meg vizsgalni a cellularis mechanikai
funkciot Ca?* paradoxban, és irtuk le a maximalis aktiv fesziilés és a kumax jelentds
csokkenését a Langendorff-perfuziot tuléld szivizomsejtekben. Ezek az izolalt preparatum
eredmények Osszhangban éllnak a bal kamrai kontraktilitas leleteivel, ugyanis az aktiv
fesziilés csokkenését a bal kamraban kifejlédé nyomascsokkenés cellularis alapjanak
gondoljuk. Megitélésiink szerint a dP/dtmax esése a csokkent Kirmax globalis visszatiikrozédése
a redukdlt Ca?*-stimulalt ATP4z aktivitds miatt. A Ca®*-fiiggd paraméterekkel szemben, az
izolalt szivizomsejtek passziv fesziilését a Ca?" deplécié és Ca®" replécio egyaltalin nem
érintette. Ca®* paradoxban ezért nem valdszinii, hogy a szarkomer passziv elemei
els6dlegesen felelnének a miokardium merevségéért.

Biokémiai kisérleteinkben az a-MHC és a cTnT gradudlis karosodasat figyeltiik meg a
Ca?* paradox felé vezeté uton. Korabbi tanulméanyok alapjan a miofibrillumok bizonyos
degradacioja el6fordulhat paradox utan, amely felveti a cTnT kiszabadulasanak lehetdségét a
szétesett membranon keresztiil. Hasonloképpen, Ca®* taltdltddésnek kitett tengerimalac szivek
¢s mas szivizom fehérjék kozotti lehetséges keresztkotések szerepét ezért mar felvetették a
Ca?* paradoxot kdvetd sejthalalban. Ezek a megfigyelések teljes dsszhangban dllnak az
altalunk végzett Western blot esszék eredményével, ami progressziv cTnT degradaciora utal
Ca?* megvonas és Ca?* paradox soran, habar mi nem figyeltiink meg keresztkétott ¢cTnT

formakat.

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

Munkank soran a hipertonia mRen2 modelljében a kardialis angiotenzin Il képzddésért
felelds ACE valtozatlan aktivitasa mellett leirtuk a kardialis angiotenzin Il lebontasért felelés

szoveti ACE2 aktivitas csokkenését, ami a miokardialis angiotenzin II csokkent
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eliminacidjara, ezaltal a helyi RAS patologids aktivitdsdra utal. Tovabba, a szoveti
angiotenzin Il szignalizaciés utvonalon megfigyeltiik a PKCa fokozott expressziojat az
mRen2 allatok bal kamrédjdban. Végiil, kimutattuk a szarkomer passziv fesziilését
meghataroz6 titin PEVK doménjének emelkedett foszforilacios szintjét, ami hozzajarulhat a
szivizomsejtek megnovekedett nyugalmi fesziiléséhez, ezéltal a globalis diasztolés
diszfunkciohoz az mRen2 patkdnyokban.

Az mRen2 patkanyok bal kamrai szivizomsejtjeinek megndvekedett Ca®*-fiiggetlen
(passziv) fesziilését talaltuk, mig a Ca?*-aktivalt (aktiv) erdgenericidban szignifikans
valtozast nem lattunk. Mechanikai kisérleteinkben az intracelluléris tényezok 6nalld szerepét
elsé alkalommal vizsgaltuk — az extracellularis matrixt6l fliggetleniil — mRen2 allatokbol
izolalt membranfosztott szivizomsejteken. Valdban, szivelégtelen betegek szivizom
biopsziain végzett kisérletek bemutattak egyrészt, hogy a szivizomsejtek passziv fesziilése
megnd HFpEF-ben, masrészt, hogy ez a passziv fesziilés HFpEF-ben nagyobb, mint HFrEF-
ben. Ezek alapjan a szivizomsejtek magas nyugalmi fesziilését a HFpEF-ben lathato
diasztolés diszfunkci6 cellularis jellegzetességének tartjak.

Intracellularisan a kontraktilis apparatus passziv fesziilésének f6 meghatarozodja a fél
szarkomeren athidalo titin molekula. A titint els6ként vizsgaltuk az mRen2 patkanyokban. A
fehérjedegradacio kiilonosebb jelei nélkiil az mRen2 szivekben csak az N2B titin izoforma
expresszigjat figyeltiik meg.

Az angiotenzin Il intracellularisan aktivalja a PKCa-medialt fehérje foszforilaciot,
tobb miofibrillaris fehérje mellett a titinen is hatva. Ennek megfeleléen a PKCa expresszids
szintje 1,8-szeres emelkedést mutatott, mig a foszforilalt (Ser-657/Tyr-658) és a total PKCa
aranya nem valtozott az mRen2 allatok bal kamrajaban, ami az aktivalt (foszforilalt) PKCa

magasabb szintjére utal az mRen2 patkanyokban.
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Pro-Q Diamond foszfospecikus gélfestésen alapuld kisérleteinkben az mRen2
patkdnyokban nem taldltunk valtozast a titin Osszfoszforilaciojaban. Korabbi kisérletek
azonban arro6l arulkodtak, hogy a titin PEVK domént a Pro-Q Diamond festék nem ismeri fel.
A PKCa viszont a titint a PEVK rugalmas elem Ser-12742 és Ser-12884 oldallancain
foszforilalja, ami pedig noveli a szivizomsejtek passziv fesziilését. Mindezeket figyelembe
véve, a titin PEVK foszforilaciot Ser-12742 és Ser-12884 elleni foszfo-specifikus
antitestekkel vizsgaltuk. Az mRen2 bal kamréban a Ser-12742 megndvekedett és Ser-12884
valtozatlan foszforilacios szintjét talaltuk. A PEVK Ser-12742 hiperfoszforilaciojat korabban
leirtdk aorta lekotésen atesett egerekben, a hipertonia idés kutya modelljében, csakigy, mint
human magas vérnyomashoz tarsulo6 HFpEF-ben. Eszerint a kollagén- és titin-dependens
fesziilés szignifikans novekedése egyiitt jar a titin foszforilacios szintjének egyértelmii
valtozasaival, ugymint a PKCa-fiiggd hiperpfoszforilacio a Ser-11878 (Ser-12742

patkanyban) oldallancon a PEVK elemben.

5.3. A doktori értekezésben megfogalmazott uj tézisek

Eredményeink alapjan az alabbi j megallapitasokat fogalmazzuk meg:

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

- A hipertébnia mRen2 transzgenikus patkdny modelljében a miokardidlis ACE2
aktivitas  csokkenése egyiitt jar a titin PKCo-medialt PEVK  (Ser-12742)
hiperfoszforilaciojaval, ami hozzajarulhat az izolalt szivizomsejtek megndvekedett passziv

fesziiléséhez.
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6. OSSZEFOGLALAS

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

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

crer

crer

ciklus elégtelenségének tudhato be a koros miofibrillaris ATPaz aktivitas miatt, és latszolag
nincs kozvetlen Osszefiiggésben a titinnel. Masfelél viszont elképzelhets, hogy Ca?*
paradoxban a szisztolés funkcié dramai csokkenésének egyik molekularis alapja az a-MHC és
cTnT hasitasa, ami a Ca?*-aktivalt erégeneracio kolcsondsen egymastol fiiggd paramétereinek
redukciojat okozza ezzel a szivizomsejtek, a miofibrillumok és az izolalt sziv szintjén.

A RAS jelatvitelének genetikai stimuldcidja altal kivaltott hipertonidban a bal
kamréaban kifejlodd diasztolés diszfunkcio cellularis €s molekularis alapja korrelal a human
HFpEF-ben is lathatd mechanisztikus valtozasokkal. Eredményeink felvetik a miokardialis
RAS tengelyek egyensulydnak felboruldsat mint patofiziologiai tényezét a diasztolés
diszfunkcio kialakulasaban. A disszertacid eredményei arra utalnak, hogy a Ser-12742
hiperfoszforilacio6 a titin PEVK elemében és a megndvekedett passziv fesziilés a
szivizomsejtekben kozos jellegzetességei a RAS-medialt kisérletes hipertonidban lathatod

diasztolés diszfunkcionak és a klinikai HFpEF-nek.
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