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szivizomsejt Osszehiz6dé-képességérdl, az an.
kontraktilitisrél napjainkra igen kiterjedt ismere-
tek halmozddtak fel (1-4). A szivizomsejtek kontrakci-
6s-relaxiciés ciklusait a felszini membrinon (szarko-
lemma) szabilyos ritmusban jelentkez6 membrinpo-

A szivizomsejtek kontrakcids ereje és szarkomereinek hossza kozti pozitiv dssze-
fiiggés a Frank—Starling-mechanizmus sejtszintii alapja. Ma még nem kellden
tisztdzott, hogy a nagyobb szarkomerhosszakon kialakulé fokozott izomerd az
aktin-miozin keresztkitések szimdnak, vagy az aktin-miozin ciklus kinetikdjd-
nak vdltozdsaival dll-e inkdbb sszefiiggésben, és az sem, hogy a kérosan dtépiilt
szivizomzatban ezek a kapcsolatok hogyan médosulnak. Jelen vizsgdlatunkban
azt tiztiik ki célul, hogy egérmodelleken vizsgdljuk a nyugalmi szarkomerhossz
hipotetikus szabdlyoz6 hatdsdt a kontraktilis rendszer Ca®* érzékenységére és az
aktin-miozin keresztkitési ciklus sebességére (k,) élettani (FVB egértirzs) és
patolégids koriilmények kozott (Tgaq*44 egér modell — krénikus szivelégtelen-
ség, DCM). Megfigyeléseink szerint a Frank—Starling-szabdlyozds az aktin-
miozin kinetikdjdtol fiiggetlen. Ez a megfigyelés egyardnt igaznak bizonyult,
normdl és a fokozott Ca®*-érzékenységgel jellemzett patoldgids koriilmények
kozott. Ezért valdszindisithetd, hogy a szivelégtelenség sordn kialakuld
miofibrilldris remodelling a Frank—Starling-szabdlyozds molekuldris hdtterét
nem érinti, és a sziviiregek dilatdcidja mellett (kongesztiv szivelégtelenség) a
szarkomerhossz-fiiggd kontrakcids erd fokozddds ilyenkor is biztosithaté.

Investigation of the Frank-Starling mechanism (sarcomerdynamics)
in mice under physiological conditions and during heart failure. The
positive relationship between the lengths of cardiomyocyte sarcomeres and con-
tractile force represents the cellular background of the Frank-Starling mecha-
nism. It is currently not entirely clear, whether the increased force at larger sar-
comere lengths depends chiefly on the increased number or on the kinetics of
actin-myosin cross-bridges, and whether these relations are altered in the
remodeled myocardium. During our investigations we aimed to test a hypothet-
ical sarcomere length dependent link between the Ca®* sensitivity of myofila-
ment force production and actin-myosin cross-bridge turnover rate (k,) in
murine models under physiological (FVB strain) and pathological conditions
(Tgaq*44 model of chronic heart failure, DCM). Our results suggested that the
Frank-Startling regulation is independent from the actin-myosin kinetics. This
observation was valid both under normal and under pathological conditions
with increased Ca** sensitivity of force production. Hence, heart failure related
myofibrillar remodeling does not appear to involve the molecular background of
the Frank-Starling regulation, and therefore in the presence of increased cardiac
volumes (dilated heart failure), the sarcomere length dependent augmentation of
the contractile force is possible.

tencidl valtozisok, az akcids potencidlok szabilyozzik.
Akcibs potencidlok hatdsira az extracelluliris térbél a
kalciumionok (Ca?*) szivizomsejteckbe dramlanak és az
intracelluldris Ca?*-raktirakbol (szarkoplazmatikus re-
tikulum, SR) a Ca** felszabadul, amelyek egyiittes ha-
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tisaként az intracelluldris szabad Ca®*-koncentrici6 it-
menetileg névekszik (Ca**-tranziens). Ez a Ca?*-tran-
ziens felels kozvetleniil a szisztolés erd fokozodasaért.
A sziv diasztolés relaxicidja sordn a sejten beliili Ca®*
részben a sejten kiviili térbe, részben a sejten beliili rak-
tarba kertil vissza. A szivizomsejtek kontraktilis erejé-
nek alakuldsit végeredményben a Ca**-tranziens para-
méterei (amplitido, idSbeli lefutis, ,Ca**-availability”)
és a Ca**~tranziensre reagilé miofilamentumok Ca**-
reaktivitisa  (Ca®*-érzékenység, ,Ca**-sensitivity”)
egytittesen hatirozzik meg.

A miofilamentumokat a szivizomsejtek 6sszehtizédi-
saért felelSs fehérjék alkotjik, amelyeket elektronmik-
roszképikus megjelenésiik alapjin (az aktinbdl, tropo-
nin [-bél, troponin T-bdl, troponin C-bdl és tropomio-
zinbdl all6) vékony és (a f6leg miozinbdl feléptils) vas-
tag filamentumokként kiilonitjitk el. A sejtek szarko-
plazmatikus terének zémét kit6ltd miofilamentumok
kotegekbe szervezddnek (miofibrillumok). A miofib-
rillumok hosszirdinyban ismétléds egységei a szarko-
merek, amelyek a szivizom funkcionilis és morfoldgiai

1. dbra. A kontrakcié kialakulasanak haromszintii
modellje. Blokkolt allapotban a tropomiozin fo-
nalak gatoljak (blokkoljak) az aktin ,aktiv” felszi-
nét (sotétsziirke korszelet), amihez a miozin fejek
kotédnek. Ca®* jelenlétében aktivalodik a tropo-
nin-C és a tropomiozin fonal a kettds aktinspira-
lon az dn. ,aktinarok” irdnyaba mozdul el, és lehe-
tévé valik a gyenge keresztkotések kialakuldsa
(zart allapot) a miozin fej és az aktin ,aktiv” fel-
szine kozott. A Ca** magas kooperacidval stimu-
lélja a nyitott éllapot kialakulasat, amikor a tropo-
miozin fonal mar az aktindrok mélyére csiiszik, és
teljesen szabadda valik az ,aktiv” felszin. Igy ki-
alakulhatnak az erds keresztkotések. A nyugalmi
szarkomerhossz (SL) novelése csokkenti a rostok
harantatmérgjét, igy kozelebb keriilnek egymas-
hoz a vékony és vastag filamentumok, ami noveli
a zart allapot kialakulasanak val6szintiségét. Az
anorganikus foszfat (Pi) gatolja a nyitott allapot
kialakulasat. SL: szarkomerhossz; ATP: adenozin
trifoszfat; ADP: adenozin difoszfat
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alapegységei. A kontrakcié kapesin a miofibrilldris tor-

ténéseket egy dinamikus és egyben ciklikus folyamat-

ként lehet értelmezni. Ennek egyik megkozelitése az
un. hiromszintd modell (1. dbra).

1. Nyugalmi allapotban (alacsony Ca**-koncentricié
mellett) a tropomiozin blokkolja az aktin felszinén
az aktin-miozin keresztkotésekhez sziikséges ,aktiv”
feliiletet (blokkolt dllapot).

2. A depolariziciét kovetSen emelkedik a szabad cito-
plazmatikus Ca**-koncentrici6 és Ca®* kotédik a
troponin C-hez.

3. A Ca*" kotédése konformiacioviltozist indukil a
troponin-C harmadlagos szerkezetében, ami miatt
egyrészt csokken a troponin I, aktinra gyakorolt git-
I6hatdsa (aktinhoz valé kotSdése), misrészt a tro-
pomiozin fonal kissé elmozdul az aktin kérnyezeté-
ben (az aktin drok felé hazdédik) és részben szabaddi
vilik az aktin felszinén a miozinnal valé keresztko-
tésekhez sziikséges ,aktiv” feliilet (zart dllapot).

4. Az Gn. zirt dllapotban mdr gyenge keresztkotések
alakulnak ki a miozin fe¢j és az aktin szabaddi vilé
saktiv” felszine kozott, amely folyamat gyenge erd-
dtadast (erGgenerdlist) is eredményez. A feltételezé-
sek szerint a nyugalmi rosthosszasig novekedésével
kozelebb keriilnek a vékony és vastag filamentumok
(csokken a keresztmetszet — ,lattice spacing”), ami
kedvez a zdrt dllapot és a gyenge keresztkotések ki-
alakuldsinak.

5. Ca?* jelenlétében (magas koopericiéval) kialakul az
un. nyitott allapot, amikor a tropomiozin fonil to-
vibb cstiszik az aktinirok irdnyiba, és teljesen sza-
baddi vilik az aktin ,aktiv” felszine. Mindezek a
folyamatok kedveznek az erds keresztkotések kiala-
kuldsinak, amelyek magas Ca**-koncentricié mel-
lett az aktin-miozin ciklus folytonossigihoz, végsG
soron a szivizomsejtek erGgenerilisihoz vezetnek.

6. A relaxidcié kapesan forditott folyamatok zajlanak:
disszocidl a Ca®* a troponin C-rdl, visszaill a tropo-
nin-C eredeti konformicidja és ismét blokkolédik
az aktin felszinén az ,aktiv” feliilet (visszacstszik a
tropomiozin szil az eredeti, nyugalmi pozicidjiba),
ami az aktin-miozin keresztkotések létrejottét gatol-
ja (5).

Frank és Starling munkdssigit kovetSen vilt ismertté a

szivizomsejtek nyugalmi szarkomerhossza (végdiaszto-

1és volumen) és a megfelels sziviiregben kialakult nyo-
mis kozotti Osszeftiggés (6, 7). A Frank—Starling-gorbe
cstcspontja olyan szivizomsejt megnyulasnal alakul ki,
ahol a szarkomerek hossza 2,3 um korili. Ezen dn.

optimélis szarkomerhossz (2,3 wm) mellett maximalis a

miozin és aktin k6zott kialakulé kereszthidak erdki-

fejtése. Az optimdlis szarkomerhossz felett (>2,3 wm)

a vékony filamentumok kezdenek kicstiszni a vastag

filamentumok koziil (csokken a keresztkotések szd-

ma), ugyanakkor alacsony szarkomerhossz esetében

(<2,3 um) a vékony filamentumok 4tcstsznak a szar-
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komer miésik oldalira és részlegesen fedésbe keriilnek
egymissal. Ez szintén csokkenti a keresztkotések
kialakuldsdnak lehetSségét. A szivizom esetében — még
nagyfoku dilaticié mellett is — a szarkomerhossz ritkdn
haladja meg a 2,2-2,4 um értéket, tehit még a dekom-
penzalt miokardium is a Frank—Starling-g6rbe csticsin,
de a Frank-Starling-mechanizmusban rejl§ tartalékok
nélkiil, mtikodik.

A nyugalmi szarkomerhossz és a kontrakcids eré ko-

z0Ottl Osszef tiggés magyarizatiul régebben sokdig kiza-

rélag az optimilis aktin-miozin kozotti atfedést (opti-
malis lehet8ség a kereszthidak kialakitisira) tartottik

(6). Ujabban egyértelmdien igazoltik, hogy az optimalis

szarkomer-elrendez&dés mellett egyéb tényezSknek is

meghatirozé szerepiik van. Ezek koziil a kovetkezd-
ket tartjik lényegesnek:

1. A nyugalmi szarkomerhossz novekedésével csokken
a szivizomrostok harintitmérgje (a2 megnyult rostok
keskenyebbek — csokken a |, lattice spacing”), igy le-
csokken a tdvolsdg a vastag és vékony filamentumok
kozott (miozin és aktin). Mindez kedvez az aktin-
miozin kélesonhatisok, a gyenge keresztkotések kia-
lakitisinak, ezért bizonyos korldtok kozott a szar-
komerhossz és a kontrakcids erd kozott pozitiv kor-
relicié van.

2. A szarkomerhossz novekedésével érzékenyebbé vilik
a Ca**-receptor (troponin C) a Ca*" irdnt, tehdt azo-
nos Ca**-tranziens mellett is a szarkomerhossz né-
vekedésével viltozik a kontrakciés erd (7-14). A
Frank—Starling-mechanizmus molekularis hittere
azonban ma még teljességgel nem feltirt. Példiul az
sem vildgos, hogy a nagyobb szarkomerhosszakon
kialakul6 fokozott izomerd az aktin-miozin kereszt-
kotések szamanak, vagy az aktin-miozin ciklus kine-
tikdjinak viltozdsaival 4ll-e inkdbb Osszefliggésben.

Jelen vizsgilatunkban azt tdztiik ki célul, hogy egér-

modelleken vizsgiljuk a nyugalmi szarkomerhossz hi-

potetikus szabilyoz6 hatdsit: a kontraktilis rendszer

Ca** érzékenységére és az aktin-miozin keresztkotési

ciklus sebességére élettani (FVB egér torzs) és patologi-

as kortilmények kozott (Tgaq*44 egér modell a kréni-

kus szivelégtelenség, dilatativ cardiomyopathia). A G,

a G-proteinek csalddjiba tartozd szigniltovibbité fe-

hérje, amelynek krénikus aktivicidja jelenlegi ismerete-

ink szerint a humin miokardiumban is (pl. az endote-
lin-, angiotenzin-II- és noradrenalin-receptorok aktiva-
cidja miatt) balkamra-hipertr6fidhoz, majd szivelégte-
lenséghez vezet (15). A G, kdzvetleniil a foszfolipiz
CB aktivicigit valtja ki, amelynek eredményeként ino-
zitoltriszfosztat és diacilglicerol keletkezik. A diacil-
glicerol, mint misodlagos intracelluldris hirvivg a pro-
teinkindz C-t (PKC) aktivilja. Feltételezéseink szerint,
amennyiben a kontraktilis fehérjék viltozisai hozzaji-
rulnak a szivelégtelenség kialakulisihoz Gigy azoknak

a Tgaq*44 transzgénikus egértorzsben az aktivilt PKC

intracelluliris hatisait is tiikroznitik kell.

Mobdszerek

Kisérleti dllatok, szovetmintdik

Vizsgilatainkhoz felnétt egér bal kamrai szivizommin-
tait haszniltuk. Kisérleteinket megelézen a szovet-
mintikat —80 °C-on tdroltuk. Az aktivilt G, -proteint
talstlyban expresszalé (overexpression) dilatativ car-
diomyopathids (DCM) transzgenikus — egértdrzs
(Tgaq*44) kialakitisit koribban részletesen leirtik
(16). Kisérleteinkben 14 és 18 hénapos kord homozigé-
ta Tgaq*44 és kontroll (FVB) egereket vontunk be.
Valamennyi szévetmintit —80 °C-on tiroltuk, majd
ezeket a szoveteket haszndltuk a szivizomsejt (cardio-
myocyta) preparitumok elkészitésére és kiilonbozs
biokémiai mérésekhez.

Erémérés permeabilizdlt
szivizomsejt-preparitumokon

A cardiomyocyta preparitum izolicigjit és elkészitését
kordbban részletesen leirtuk (17). Az eréméréseket
telitd Ca?*-koncentricidju aktivld és Ca?**-mentes re-
laxalé oldatok kiilonbozd elegyeinek felhaszndldsival
hajtottuk végre (ismételt Ca**-kontraktarak kiilonbo-
286 Ca**-koncentriciok mellett). Az aktivilé oldat
Osszetétele (mM egységben kifejezve) a kdvetkezs volt:
szabad Mg** 1, MgATP 5, foszfokreatin 15, kalcium-
etilénglikol-bis(2-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetraacetit
(Ca-EGTA) 7 és N-N-bis[2-hidroxietil]-2-aminoetin-
sulfondt 100. A relaxdl6 oldat 6sszetétele annyiban kii-
16nbozott az aktivilé oldat sszetételétdl, hogy Ca-
EGTA helyett 7mM EGTA keriilt az oldatba.

A szivizomsejt-preparitum erémérési technikija a ko-
ribbiakban részleteiben mar leirdsra kerilt (18). R6-
viden, egy szivizomsejt nagysiga preparitumot inverz
mikroszkdp alatt szilikon ragasztd segitségével, két
vékony rozsdamentes acél rovartithoz erdsitettiink. Az
egyik tit egy nagy érzékenységli erémérShoz, a masik
tlt pedig egy elektromigneses motorhoz kapcsoltuk.
Mindkét tdit ,joystick’™ kel kezelhetd manipuldtorokkal
mozgattuk. Az izometrids er6mérést tobbszoros akti-
vacids/relaxiciés ciklusokban 15 °C-on végeztiik, el6-
szor rovid: 1,9 um-es, majd hosszt 2,3 um-es szarko-
merhosszakon.

Amikor a preparitum elérte a maximalis 6sszehtizédasi
er6t, a szivizomsejt hosszit — az elektromdgnesre illesz-
tett td segitségével — 1 msec alatt 20%-kal csokkentet-
titk és 20 msec multin visszaillitottuk eredeti hosszira
(Gn. ,release-restretch” mandver) (2. dbra). A manGver
kapcsin a sejt dltal kifejtett maximalis erd (F, ;) nulli-
ra csOkkent (a hirtelen rovidiilés miatt), ami lehet§vé
tette a maximélis sejt dltal kifejtett erd regisztraldsit és
kiszamitasit. Az eredeti hossz visszaillitisit kovetSen
az aktin-miozin kapcsolatok ujrarendezddésével az
izomsejt rovid idén beliil Gjra a réviditést megel6z6
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2. abra. Izometrias Osszehiizédas soran fellépd ers-
viszonyok egyetlen permeabilizélt egér (FVB) sziv-
izomsejtben 1,9 um és 2,3 um szarkomerhosszak
esetén. Az alkalmazott Ca’* a maximalis ers felé-
nek kivaltasahoz sziikséges koncentracié volt (SL:
1,9 pm, pCa 6,2). A bal oldali panelen az abszolit
erd, a lassd mintavételezés soran felvett Ca?*-
kontraktira lathat, mind 1,9 (folyamatos vonal),
mind 2,3 um (szaggatott vonal) szarkomerhossz
esetében. A jobb oldali panel aktivaci6 csiicsan vég-
rehajtott gyors hosszvaltoztatast (feliil) és az ennek
hatéasara bekovetkezd gyors ers csokkenést és rege-
neraciét mutatja (alul). Ezzel a mandéverrel (80%-ra
roviditett, majd visszaallitott szarkomerhossz —
release-restretch) szamitottuk a k,, értékét (folyto-
nos vonallal illusztralt illesztett exponencialis
fiiggvény). Az er$ regeneracidjanal a felsé gérbe az
1,9 um-es az als6 pedig a 2,3 um-es szarkomerhossz
mellett mért er§ ujraképzddésnek felel meg

maximilis kontrakciés erdt hozta létre. Ez a folyamat
igen gyorsan, néhiny mdsodperc alatt zajlott le (erd
tjraképz8dés — tension redevelopment”). Az erg Gjra-
képz6dés a release-restretch mandver utdn jellemzd
gorbét adott (2. dbra), amire exponenciilis fliggvényt
illesztettiink, annak érdekében, hogy az erd tjrakép-
zG6dés (aktin-miozin ciklus) sebességét (k) kiilonbozs
Ca?*-koncentriciok esetén kiszamolhassuk:

(1] F(t)=Fi+Fa(1-ck)

ahol az F(t) az erd, birmely t idSpontban a release-
restretch mandver utdn, birmely Ca®* koncentricion.
Az F, a kezdeti er§ értéket a release-restretch manéver
utdn jelzi, mig az Fa az Gjraképzddott Ca?*-aktivalt erd
amplitddgjat jeloli. A mintavétel dltaliban 20 Hz-en
tortént, azonban a k, mérésckor ezt az értéket 1 kHz-
re noveltiik.

Az izometrids csdcserdt (F ) (amely az aktiv és pasz-
sziv komponensek Osszege, F ., és F, ) a gyors révi-
diiléssel parhuzamos hirtelen eréesékkenésbdl hatiroz-
tuk meg. A relaxild oldatban Iényegesen hosszabb ide-
ig tarté rovidités révén a szivizomsejtben ébredt passziv

erGkomponenst (F
mértiik.

A kontrakttira amplituddjit szimos, kiilonbozs Ca?*-
koncentriciji aktivild oldatban is meghatiroztuk,
melyek segitségével a Ca?*-érzékenységi gorbe szer-
kesztésére nyilt lehetGség az egyenlet (2) felhaszndldsi-
val. A szigmoid lefutdsi gorbe az dn. Hill-egyenlettel
illeszthetd, amely a kontraktilis rendszer 4ltal generélt
erd Ca**-fiiggésének legfontosabb kvantitativ értékeit
tartalmazza:

) az aktiviciés ciklust kovetGen

passziv.

[2] F =Fo * ([Ca2+]nHHl/ ([Caso]nHill +
+[Caz+]"Hﬂl)),

ahol F az adott Ca**-koncentricié mellett kialakult
izomerdt, Fo a maximilis Ca**-telitettség mellett 1étre-
jott izomerSt (maximélis Ca?*-aktivalt erd), [Ca®*] az
adott Ca**-koncentriciét, [Cas)] a félmaximalis erd
kifejlédéséhez sziikséges Ca**-koncentriciot, és végiil
nHill az an. Hill-koefficienst jeloli. A Ca**-koncentri-
cié kifejezésére a moldris koncentricid tizes alapt
negativ logaritmusit alkalmaztuk (pCa). A [Ca]
(vagy pCas,) a kontraktilis rendszer Ca®* irdnti érzé-
kenységét Gnmagiban jellemzi. Ertéke nagymértékben
fiigg a troponin C Ca** irdnti affinitdsitdl.

A munkink sorin nyert adatok rendszerezését
Microsoft EXCEL 2000 program segitségével tibliza-
tos formaban valdsitottuk meg. A bemutatott adatok
tobbségét dtlag*a mintakézép hibdja (S.E.M.) forma-
ban tuntettiik fel. Az dtlagok kozotti kiilonbségeket
akkor tekintettitk szignifikinsnak, ha a megtelel6en
vilasztott statisztikai proba (Student-féle egy- vagy két-
mintis t-proba, ANOVA) eredményeként a kapott p-ér-
ték kisebb volt 0,05-nél. A mérésekbe bevont szivizom-
sejtek szdma csoportonként 5-10 kozott viltozott, ame-
lyeket legalibb hirom kiilonbdzd dllatbdl nyertiink.

Eredmények

A vdltozé nyugalmi szarkomerhossz hatdsa
a kontraktilis eré Ca’*-érzékenységére és
az aktin-miozin ciklus sebességére

Ezen kisérleteinkhez kontroll (FVB) egér cardiomyo-
cytikat haszniltunk. Virakozidsainknak megteleléen a
maximalis Ca?*-aktivalt erd a 1,9 um-nél mért 27,2+3,9
kN/m? dtlagos értékrdl 2,3 um-nél 56,6+3,9 kIN/m?-re
emelkedett (3. dbra), jelezvén a szivizomsejt-preparitu-
mokban rejl6 hosszfiiggs tartalékokat. A Ca**-fiigget-
len passziv erSk (F,,,) vizsgdlata sorin a nagyobb
feszités (preload) szintén magasabb er&értékeket ered-
ményezett (1,9 pm-nél: 3,8+0,8 kN/m? 2,3 wm-nél
10,50,6 kIN/m?). Utdbbi arra utal, hogy a végdiaszto-
1és térfogat fokozddisival pirhuzamosan emelkedd
kamrai nyomishoz a szivizomsejtek relaxdlt dllapotuk-
ban is hozzijirulhatnak.
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3. abra. pCa-erg (bal oldali panel) és pCa-k,, (jobb
oldali panel) Osszefiiggések egyetlen kontroll
(FVB) egér szivizomsejten. Az er§ és k _-értékeket
abszolut szamokban adtuk meg. A szarkomer-
hossz valtoztatasa nem befolyasolta szignifikdnsan
a k,-értékeket (jobb oldali abra). A vilagossziirke
szimbolumok (1) az 1,9 um-es, a s6tétsziirke szim-
boélumok (n) a 2,3 um-es szarkomerhossz mellett
végzett méréseket mutatjak

A kontraktilis er6 Ca**-érzékenység szarkomerhossz-
fuggésének vizsgilatira a normalizdlt pCa-erg 6ssze-
fuggéseket alkalmaztunk. Jol észlelhets volt a szarko-
merhossz novekedés hatdsira 1étrejovs pCas,-értck bal-
ra toloddsa (Ca**-érzékenyités), amely ~0,11 pCa-érték
mellet szignifikdnsnak bizonyult (4. dbra).
Egérpreparitumunkban minden vizsgilt Ca**-kon-
centriciéonil a mért k_-értékek lényegesen magasabb
voltak, mint az egyéb speciesekben (sertés, humdn)
mért és koribban publikilt (19) adatok (a kiilonbség
legaldbb 5-sz6r6s — ennyivel gyorsabb az egér szivekben
az aktin-miozin ciklus kinetikdja). Ugyanakkor a szar-
komerhossz viltoztatisa nem befolyisolta a k, -para-
méterek pCa fliggését (3. dbra). 1,9 um-es és 2,3 um-es
szarkomerhosszaknil a k. értékei 7,4420,15 57, illet-
ve 7,2140,56 s voltak (P>0,05) (k.. =maximilis
Ca?*-telités mellet mért k).

A kontraktilis funkcié viltozdsa dilatativ
cardiomyopathids dllatmodellen (Tgaq*44)

A Tgaq*44 transzgénikus egértorzs jellegzetessége a
G,, fehérje folyamatos foloslegben torténd szintézise
(overexpresszidja). Ennek megtelelGen a transzgénikus
illatokban, id8sebb korukban dilatativ cardiomyopathia
(DCM) fejladik ki, amelynek talajin az egerek silyos
kongesztiv szivelégtelenséget kapnak. Vizsgilataink
sordn elsGsorban a mechanikus funkcidra és az ezzel
kapcsolatos miofibrilldris eltérésekre fokusziltunk.

A Tgaq*44 transzgén allatok Eletkordnak elérehaladi-
saval (14 és 18 hénapos korban), jellegzetesen megvil-
toztak a kardidlis morfoldgiai paraméterek a vad tipu-
st kontroll dllatok paramétereihez képest. A Tgaq*44
egerekben a 14. hénapot koévetGen jol észlelhets a

DCM kialakuldsa (a szivstly/testsily hinyados a ko-
vetkez8képpen alakult: 14. hénap: 53+0,3 mg/g; 18.
hénap: 7,0+0,4 mg/g). A kontroll egerekben ugyan-
ezen idGszakban nem tortént szignifikins viltozds a
morfoldgiai kardioldgiai paraméterekben (a szivstly/
testsaly hinyados a kovetkezSképpen alakult: 14. hé-
nap: 3,60,4 mg/g; 18. honap: 3,9+0,3 mg/g) (p<0,05
vs. Tgaq*44 mindkét Eletkorban). A DCM kialakulisa
szignifikinsan (P<0,001; log-rank-teszt) névelte a
Tgaq*44 egerek mortalitisit is.

A koribbi fejezetben ismertettekhez hasonléan a kont-
roll és Tgaq*44 dllatokbdl izolilt cardiomyocytikon 14
hénapos és 18 hénapos korban és kiilonboz§ szarko-
merhosszak mellett (1,9 um és 2,3 wm) részletesen vizs-
géltuk a maximaélis Ca**-aktivélt erdt, a passziv erdt és
a ki, Valtozdsait. A Frank—Starling-mechanizmusnak
és sajit koribbi vizsgilati eredményeinknek (19)
megfelelSen a szarkomerhossz novelése (1,9 um-rél 2,3
pme-re) a transzgenikus egérszivekben a kontroll dllat-
torzshez hasonléan szignifikdnsan novelte a maximaélis
aktiv és a passziv er6t. A Tgaq*44 dllatokban azonban
a maximadlis er§ a 18 hénapos korban lényegesen kisebb
volt (mind az 1,9 um-es, mind a 2,3 um-es nyugalmi
rosthossztsignil, ~60%-os cs6kkenés), mint a kont-
rollillatok birmely korcsoportjiban. Az F . értéke
szintén jellegzetesen megviltozott a 18 hénapos
Tgaq*44 egerekben. 2,3 um-es szarkomerhossz mel-

4. abra. A 18 hénapos kontroll és Tgaq*44 allatok
cardiomyocytainak atlagolt pCa-er$ Osszefiiggései
(kiilonboz8 szarkomerhosszak mellett). A szub-
maximalis Ca’* mellett mért erSket az azonos sej-
teken mért maximalis értékekre normalizaltuk,
majd az atlagos erGértékeket a Hill-egyenlet (lasd
Moédszerek) segitségével illesztettiik. J61 lathaté a
magasabb szarkomerhossz mellett (2,3 um) az
FVB és Tgaq*44 allatokbol nyert gorbék balra
tolédasa. Ugyanakkor a Tgaq*44 allatok cardio-
myocitainak pCa-er§ Osszefiiggései mindkét szar-
komerhosszon (1,9 um és 2,3 um) az FVB allatok-
bél nyertekhez képest szintén szignifikansan bal-
ra helyezkedtek el (magasabb Ca’*-érzékenységet
mutattak)

1 B e ——
o '
S S A
= /S
§ S Kontroll: 1,9 wm
Z. / A Kontroll: 2,3 um
yras Toaq*44: 19 um
0 ST — — Tgaq*#4: 23 um
7 6 5

pCa
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lett, egy erételjes szignifikins novekedést (~60%-os)
észleltiink a kontrolldllatok birmely korcsoportjahoz
képest.

A miofilamentumok Ca?*-érzékenységének vizsgalata-
hoz mindkét éllattdrzs cardiomyocytdit kiilonbozd
szarkomerhossz értékeken (1,9 um és 2,3 wm) maxi-
milis és szubmaximalis Ca?*-koncentricidkkal aktival-
tuk (4. dbra). Az adatokat minden esetben a megfeleld
maximum értékekre normaliziltuk, majd a mért atla-
gos eréértékek illesztésével dbrazoltuk a pCa-erd Ossze-
flggéseket. A hosszabb szarkomerhossz (2,3 um) al-
kalmazisa minden id&pontban balra tolta a pCa-erd
Osszefiiggéseket, mind a kontroll, mind a Tgaq*44
illatokban (azaz novekedett a miofilamentumok Ca®*-
érzékenysége). A pCa,, balratolédisinak mértéke
mindkét allatcsoportban kozel 0,10 pCa egység volt
(P>0,05 Tgaq*44 vs. FVB). Megtigyelhet§ volt tovib-
bi, hogy a 14 hénapos, illetve 18 hénapos életkorban
mindkét szarkomerhossz (1,9 um és 2,3 um) alkalma-
zdsa mellett, a Tgaq*44 illatok pCa-erd gorbéi szigni-
fikdnsan (~0,13 pCa; p<0,05) balra tolédtak a kontroll
gorbékhez képest. Mds szavakkal a DCM kialakuldsi-
val 6sszhangban a Tgaq*44 illatokban fokozddott a
miofilamentumok Ca**-érzékenysége a kontrollillatok
értékeihez képest.

Cardiomyocyta preparitumaink lehetévé tették annak
vizsgalatit is, hogy a DCM kifejlédése sorin a
Tgaq*44 llatokban észlelt viltozisok (Ca**-aktivalta
erd csokkenése, Ca?*-érzékenység novekedése) dssze-
fuggésben illnak-c az aktin-miozin ciklus kinetikdji-
nak esetleges valtozisaival. Ennek a kérdésnek a tanul-
manyozisira kiilonboz8 szarkomerhosszak mellett, a
Tgaq*44 llattorzsben is vizsgiltuk a Ca?* aktivilt erd
tjraképzédésének sebességét (k,), ami jol korreldl az
aktin-miozin ciklus sebességével. Eredményeink alap-
jan, az FVB illattorzsben tapasztaltakhoz hasonléan
egyértelmten igazolni lehetett a k,, Ca?*-fiiggését, azaz
magasabb Ca**-koncentricié mellett a k, magasabb
értéket adott (a 3. dbrdn bemutatotthoz hasonléan). A
szarkomerhossz véltoztatdsa azonban a k, paraméte-
rek pCa fliggését a Tgaq*44 illatokban sem befolyi-
solta. 1,9 um-es és 2,3 um-es szarkomerhosszaknal a
K e €rtékei 14 hénapos korban 6,95+0,3 s7!, illetve
6,65+0,18 s voltak (p>0,05). Mig 18 hénapos korban
a Tgaq*44 illatokban mért k. értékek 1,9 wm-es és
2,3 wm-es szarkomerhosszaknal 5,69+0,23 s7, illetve
5,39+0,19 s7! értékeknek adédott (P>0,05). Tehat az
aktin-miozin ciklussebességét a szarkomerhossz a
DCM kialakulisitdl fiiggetlentil nem befolydsolta.

Megbeszélés

Eredményeink szerint az aktin-miozin ciklus sebessége
(k,) szorosan osszefiigg az alkalmazott Ca**-koncent-
riciéval, de fiiggetlen a kiindulisi szivizomsejt hossztdl

és nyugalmi szarkomerhossztdl. Adataink ezért azt su-
galljik, hogy egér szivekben hasonléan egyéb emlSs
szivekhez (19) egyértelmd Gsszefiiggés van a pCa-erd
és pCa-k -paraméterck kozott, azonban a nyugalmi
szarkomerhossz viltozdsa nem jitszik szerepet a k-
szabdlyozdsban.
Koribbi vizsgilatok eredményei szerint kis emlésok-
ben (egér, patkdny) a cardiomyocytik gyors aktin-mio-
zin kinetikdjit elsGsorban a fajspecifikus miozin nehéz
lainc (MHC) 6sszetétele (a gyors a-MHC izof orma na-
gyobb expresszidja a lassi B-MHC-vel szemben) szabja
meg. Nagyobb testli eml6sok (sertés, ember) esetében,
a B-MHC talsdly lasstibb kinetikit (k) eredményez
(20). Ugyanakkor az MHC expresszi6 (- vagy B3) ten-
dencidjaban nem befolyisolta a nyugalmi szarkomer-
hossztsagtol fiiggs Ca**-érzékenyitést (19, 21).
A nyugalmi szarkomerhossztisigtdl fiiggd Ca?*-érzé-
kenyités molekularis mechanizmusa még nem tekint-
hetd tisztizottnak, de val6szindsithet hogy a kovet-
kez§ tényezSknek van kiemelt szerepiik:
1. a szarkomerhossz megnytjtisa noveli az er8generild
keresztkotések szdmadt, és
2. noveli a troponin-C affinitdsit a Ca** irdnyidban (9,
21, 22).
Az, hogy a két mechanizmus koordinicidja hogyan tor-
ténik, és melyik folyamat milyen mértékben befolyasol-
ja az aktin-miozin ciklust, jelenleg nagyrészt még isme-
retlen. Elméleti megfontolisok arra utalnak, hogy az
erGgenerild keresztkotések kooperativ er@sodése lassi-
tand az aktin-miozin ciklussebességet (8), mig a tropo-
nin-C-hez koétott Ca** novekedése gyorsitand ugyanezt
a paramétert (7, 23). Eredményeink azt mutattik, hogy
adott Ca**-koncentricié mellett a k,, dllandé maradt a
szarkomerhossz viltozas hatdsira létrejovs erénoveke-
dés ellenére. Mis szavakkal fogalmazva, egérben a
Ca?*-koncentrici6 valtoztatisa ellenére sem sikeriilt
elkiiloniteni egymadstdl a két lehetséges elméleti dllapo-
tot (szarkomerhossz fiiggd médon nem gyorsult és
nem is lassult a k). Elméletileg lehetséges, hogy a két
folyamat (a kooperativ erdk lassitanik, a Ca**-affinitds
novekedése gyorsitand a k,-t) minden kisérleti koriil-
mény kozott pontosan kiegyenliti egymast (ezért nem
viltozik). Osszességében ugyanakkor ez a lehetGség
eléggé valoszertitlen. Sokkal valészintibb, hogy a Ca**-
koncentricié (és nem a szarkomerhossz) a &
meghatirozdja emlSs szivekben a k, -értékének, és ezzel
az aktin-miozin ciklussebességnek.
Transzgénikus DCM egérmodellen (Tgaq*44) egy-
részt igazoltuk, hogy a krénikus foszfolipiz CB és
PKC aktivicié hatdsira szignifikinsan novekedett a
myocardium Ca**-érzékenysége és csokkent a kont-
raktilitds. Ugyanakkor az aktin-miozin ciklus sebessé-
ge (k,) patoldgids koriilmények kozott (DCM) is fiig-
getlennek bizonyult az szarkomerhossz értékétdl. A
Frank-Starling-torvény, méréseink szerint a DCM
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kifejlddése sordn is megtartott maradt, amit elsSsorban
a nyugalmi szarkomerhossztisigtol fiiggs Ca**~érzéke-
nyités biztositott.

Adataink a vékony filamentum aktivicié hdromfazisi
modelljét timogatjik (1. dbra). Ezen modell szerint (5,
7, 24, 25) Ca?* jelenlétében szarkomerhossz fiiggd
médon kialakulhat a zdrt dllapot (gyenge keresztkoté-
sek). Magasabb nyugalmi szarkomerhosszasig mellett
kozelebb kertilnek egymdshoz a vékony és vastag fila-
mentumok és konstans sebesség mellett, névekszik a
gyenge keresztkotések kialakuldsinak valdszintsége
(azaz novekszik a Ca?*-érzékenység). Az erdgeneralds-
ra (nyitott dllapotba torténd dtmenetre) a szarkomer-
hossznak nincs hatdsa. Eredményeink j6l korreldlnak a
hiromfazist elméleti modellel, mivel az helyt ad a
kontraktilis er§ szarkomerhosszisig fiiggé novekedé-
sére a keresztkotési kinetika lithaté valtoztatdsa nél-
kiil.

Fiziolégids (in vivo) koriilmények kozott a kontrak-
tilitds szabdlyozdsa egy bonyolult és komplex folyamat,
amit tobbek kozott a pillanatnyl hemodinamikai viszo-
nyok, a humorilis szabilyozis (pozitiv inotrop szerek,
egyéb vegyiiletek) és a miokardium iltalinos energeti-
kai 4llapota is folyamatosan befolydsolnak (2, 3, 26).
Eredményeinket, mint alapvet§ (egyéb tényezSktdl
fuggetlen) miofibrilliris szabilyozé mechanizmusként
kell értelmezni.

Irodalom

Osszefoglalva a Frank—Starling-szabalyozissal kapcsola-
tos alapvetd megfigyeléstink, hogy az aktin-miozin ki-
netika (k,) fiiggetlen a nyugalmi szarkomerhosszisig-
tél. Ez a megfigyelés igaznak bizonyult mind patolégiis
(DCM), mind normil koriilmények kozott. Kisérleti
eredményeink szerint a k,, értékét alapvetden a Ca**-
koncentricié és a faji adottsigok (MHC megoszlisa)
szabilyozzik, mig a nyugalmi szarkomerhossztisignak a
k, értékére nincs hatdsa. Ezek a tudominyos meg-
figyelések azt igazoltik, hogy, az aktin-miozin kinetikai
(k,) viltozdsa nem el6feltétele a szivizomban a
Frank—Starling szabilyozisnak (a szarkomerhossz-fliggs
Ca?*-érzékenyitésének). Mérési eredményeink azt is
valészindsitik, hogy a szivelégtelenség sorin kialakuld
miofibrilliris remodeling a Frank-Starling-szabdlyozis
molekuldris hitterét nem érinti, és a sziviiregek meg-
felel6 makroszképos geometriai viszonyai mellett a
szarkomerhossz-fliggd kontrakcids eré fokozddas ilyen-
kor is biztosithatd.
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