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Roviditések jegyzéke

ANOVA=variancia analizis

ADP és ATP =adenozin difoszfat és trifoszfat

BSA=bovin szérum albumin

[Ca?*]=Ca®*-koncentracié

cAMP=ciklikus adenozin monofoszfat

DCM=dilatativ kardiomiopatia

EGTA=etilénglikol-bis(2-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetraacetat

Foassive=a permeabilizalt kardiomiocita preparatum altal kifejtett passziv erd
Fiota=a permeabilizalt kardiomiocita preparatum altal kifejtett maximalis eré
FVB=normal kontrollkét hasznalt (vad tipusu) egértbrzs

Fo=maximalis Ca®* aktivalt erd

Gug= G proteinek csaladjaba tartozo fehérje

lro=tranziens kifelé iranyul6 (4-aminopiridin-érzékeny) kélium aram

ky= az er6 Ujraképzédés (aktin-miozin ciklus) sebességének sebességi allandéja
LCy=miozin esszencidlis kdnnyd lanc

LCo=miozin regulatorikus kdnny( lanc

MHC=miozin nehéz lanc

MO=Missouri Allam

NJ=New Jersey Allam

Oz=0xigén

pCa=Ca?* koncentraci6 10-es alapl negativ logaritmusa

Pi=anorganikus foszfat

PKA=proteinkindz A

PKC=proteinkinaz C

SDS=natrium dodecilszulfat

SEM=a mintak&zép hibjja

SERCA2= szarkoplazmatikus retikularis Ca®*-ATPaz

SL=szarkomerhossz

SR= szarkoplazmatikus retikulum

Tgaq*44=transzgénikus a Goq fehérjét tulsulyban expresszald egér allatmodell
USA=Amerikai Egyesiilt Allamok

Vmax=kontrakcié sebessége



1. Bevezetés
1.1. A kardiomiocitak strukturaja, a kontrakcio mechanizmusa

A sziv munkaizomzata szdvettanilag halézatos, parallel lefutasu rostokat
tartalmaz. A kardiomiocitdkra jellemzd, hogy kilén sejtmagjuk van, amely a sejt
k6zepén helyezkedik el. Az egyes sejteket egy, a rostokra merbleges lefutasu,
sotétre fest6dd, haldzatos membranlemez rendszer (Eberth-féle vonalak) valasztja el
egymastol (angol nomenklatura szerint ,intercalated discs”). Ez a membranlemez
anatémiai szempontbdl valéjaban egy sejt-sejt junkcio-nak felel meg. Funkcionalis
szempontbo6l azonban ez a membranelvalasztas csak virtualis, mivel a szivizom
kbézismerten a minden vagy semmi térvény alapjan valaszol az ingerekre és a
depolarizacés hullam az izomzaton kézvetlenil tovaterjed (funkcionalis syncytium).
A szivizomban a miofibrillumok a vazizmokhoz hasonléan keresztcsikolatot
mutatnak. Ez a tulajdonsaguk abbdl adddik, hogy a szabalyos strukturakba
rendez8dott kontraktilis fehérjek a szdvettani vizsgalatok kapcsan eltéréen torik a
polarizalt fényt. A miofilamentum alapvet6 egysége a szarkomer, amelyet két Z-
lemez hatarol (1. abra). A vastag filamentumok altal alkotott szegmensben (A-sav)
féleg miozin és C-protein, a vékonyfilamentumok altal alkotott szegmensben (I-sav)
pedig aktin, tropomiozin és troponin (troponin C, | és T) talalhat6. A troponinokat
regulatorikus miofibrillaris fehérjéknek is nevezik, mivel a miokardium Ca®** ionokra
adott valaszat szabalyozzak. A vékonyfilamentumok alapjat egy aktin alegységekbdl
feléplld kettés spiral képezi. A Z-lemez, ami a szarkomerek hatarat jelzi,
tulajdonképpen a  szomszédos  szarkomerek  vékony  filamentumainak
Osszekapcsoldédasabdl alakul ki. Keresztmetszeti képeken jellegzetes a vékony- és
vastag filamentumok elrendez6dése (2. abra). Az egyes vastagfilamentumok
hexagondlis elrendezddésiiek és minden vastag filamentumot vékonyfilamentumok
vesznek korll, amelyek ugyancsak hexagonalis elrendezddéstiek (1,2). Az A-sav
kbzepén egy erb6sebb festédésli vonal (M-vonal) talalhaté. Az M-vonal
magassagaban elvégzett harantmetszet igen hasonlé az A-sav harantmetszetéhez,
az egyetlen kilénbség, hogy az M-harantmetszetben a hexagonalis elrendez6dés

vastagfilamentumokat vékony radialis kdtegek tartjdk éssze (2. abra).



A szivizom kontrakci6 magyarazataul évtizedek éta a klasszikus ,sliding”
hipotézis szolgalt. Ennek lényege, hogy a kontrakci6 kapcsan a vékony
filamentumok becsusznak a vastag filamentumok kbzé, a szarkomer kdzepének (M-
vonal) irdnyaba és ezdltal az I-sav szélessége csbtkken. A sliding hipotézisnek, mind
biokémiai, mind ultrastruktaralis bizonyitékai vannak és altalanosan elfogadotta valt.
A sliding soran kereszthidak alakulnak ki az aktin és miozin fehérjék (vékony-, illetve
vastag filamentum) kozétt és a miozin fejének evezészerli mozgasaval a
vékonyfilamentumok becsusznak a vastag filamentumok kbézé (1. abra). Az egész
kontrakciés ciklus egyszerUsitett sémajat a kdvetkezéképpen képzelik (1,2): 1) a
depolarizacios hullam eléri a munkaizomzatot; 2) megnyilik el6szér a
feszlltségfiiggé Ca®* csatorna, majd a szarkoplazmatikus retikulum ryanodine
csatornaja és meredeken emelkedik az intracellularis Ca** koncentrécié; 3) a Ca®*
kapcsolédik a troponin C-hez (a miofibrillaris Ca®* receptorhoz) és a
vékonyfilamentum fehérjéinek konformaciovaltozasa miatt lehetévé valik a
keresztkdtések kialakulasa az aktin és a miozin kdzott; 4) a miozin feje szorosan
kapcsolodik egy aktin alegységhez (aktivalt allapot); 5) létrejon az evezdszerl
mozgas (eréatadas) a miozin fej részérdl és az aktinszal kissé beljebb csuszik a
vastagfilamentumok k&zé (munkavégzés); 6) ATP kétédik a miozin fejhez és a fej
elvalik az aktintdl (relaxalt allapot); 7) az ATP hidrolizal és a felszabadult energia
mintegy ,feltdlti” a miozin fejet, amely igy képes egy kodvetkezd aktin alegységhez
kétédni; 8) az egész ciklus (a 4-7 pontok) tdbbszdr addig ismétlédik, amig a
citoplazmatikus Ca®* koncentracié alacsony szintre le nem csdkken. Ekkor a
troponin C-rél disszocialédik a Ca** és a vékonyfilamentumok struktdraja
atrendezddik. igy minimalisra csékken annak a lehetésége, hogy keresztkapcsolat
alakuljon ki a vékony és vastag filamentumok kodzott. Ezzel kezdetét veszi a
relaxacio.
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2. dabra. A miofibrillumok keresztmetszeti képe. Jol latszik a kettés hexagondlis elrendez6dés.
Mind a vékony, mind a vastag filamentumokat 6 ellentétes filamentum vesz kéril. Az M vonal
magassagaban a vastag filamentumokat radidlis kétegek fixaljak. Jol értelmezheté a nyugalmi
rosthosszusag névelésének hatdsa is, mivel ilyenkor csékken a harantatméré és a vékony, illetve
vastag filamentumok kézelebb kerlilnek egymashoz (ndvekedhet a keresztkbtések valésziniisége).



1.2. A szivizom kontraktilis fehérjéinek funkcionalis strukturaja

A miozin a vastag filamentumok f6 miofibrillaris fehérje komponense. A miozin
molekulat 2 nehéz lanc (MHC), 2 esszencidlis kdnnyl lanc (LC+) és 2 regulatorikus
kdnnyl lanc (LC,) épiti fel. A miozin harom régiéra tagolhaté: fejrégid, nyakrégio és
a farok. Két MHC alkot egy funkciondlis egységet, ahol a farokrégié egy kett6s
spirdlba csavarodik. A nyakrégiénal megsziinik a kettés spirdl és szétvélik a két
MHC. A fejrégidon taldlhaté a két funkciondlisan Iényeges kétéhely: a nukleotida
(ATP) kotéhely és az aktin koétdhely. A miozinnak sajat ATPaz aktivitasa van,
amelynek segitségével hasitja az ATP-t és hasznositja a felszabadult energiat a
,sliding” soran. A kénnyl lancok a nyakrégional kapcsolédnak az MHC-hez és
pontos funkcidjuk még csak részben tekinthet6 tisztazottnak.

Egy szarkomeren belll a vastag filamentumot kb. 300 individualis miozin
molekula épiti fel. A miozin molekulak fele az M-vonaltél a szarkomer egyik végének
irAnyaba, masik fele a szarkomer masik vége felé orientalédik. A vastag filamentum
agy épul fel, hogy a miozin farokrészek 6sszeadddnak egy vastagabb fonalla és
errél a kézponti fonalrdl emelkednek ki a miozin fejek, meghatarozott tavolsagokban
(1-2). A vastag filamentumot egy specidlis elasztikus fehérje a titin régziti lazan a Z-
lemezhez (3-4). A titin els6sorban a vastag filamentumok orientaciéjat biztositja a
szarkomeren belll, masrészt, rugalmasan segiti a relaxacié kialakulasat. A titin
proteinnek  lényeges  szerepet  tulajdonitanak  keresztmetszeti  atmérd
meghatarozasaban és igy a Frank-Starling-mechanizmus szabdalyozasaban is (5-6).
A vastag filamentumok még egy miofibrillaris fehérjét a C proteint tartalmazzak.
Ennek a fehériének a szerepe csak részben tisztazott, valdészinlleg tdmasztéd
funkcidt (a miozin nyaki régiondl segiti a fejmozgésokat) biztosit.

Az aktin egy globularis fehérje, amely hosszu fibrillaris jellegl kettds spirélla
polimerizalédik a vékony filamentumban. Ez a kettds spiral egy megcsavarodott
gyongy nyaklanchoz hasonlithaté. A kettds spirdlhoz tovabbi szalként ket
tropomiozin fonal csatlakozik (az ,aktinarok” két oldalan) és igy végeredményben
egy komplex négyes spirdl alakul ki. A tropomiozin egy hosszukés ,palca” alaku
fehérje, amely vég- a véghez t6rténé kapcsolodassal egy fonalla all déssze. A
tropomiozin fonalhoz kapcsolédik meghatéarozott tavolsagokban (400 A) a troponin
komplex. A troponinok regulatorikus jellegli miofibrillaris fehérjék, amelyek kdzll a

troponin C a Ca®* receptor, a troponin | egy gatlé jellegli alegység (az aktinhoz



kapcsolodva gétolja az aktin-miozin interakciét), vegul a troponin T a troponin-
tropomiozin kapcsolatot biztosito alegység.

A kontrakcié kapcsan a miofibrillaris térténéseket egy dinamikus és ciklikus
folyamatkeént lehet értelmezni (7). Ennek egyik megkdzelitése az an. harom-szintl
modell (3. &bra). 1) Nyugalmi &llapotban (alacsony Ca®* koncentracié mellett) a
tropomiozin bokkolja az aktin felszinén a keresztkétésekhez szikséges ,aktiv”
felliletet (blokkolt allapot — 3. abra). 2) A depolarizaciot kévetéen emelkedik a szabad
citoplazmatikus Ca®* koncentracié és Ca®* kotédik a troponin C-hez. 3) A Ca**
kétédése konformacidvaltozast indukal a troponin C harmadlagos szerkezetében,
ami miatt egyrészt csékken a troponin |, aktinra gyakorolt gatlbhatasa (aktinhoz val6
kdtédese), masrészt a tropomiozin fonal kissé elmozdul az aktin kérnyezetében (az
aktinarok felé huzédik) és részben szabadda valik az aktin felszinén a miozinnal val6
keresztkdtésekhez sziikséges ,aktiv” felllet (zart allapot). 4) Az un. zart allapotban
mar gyenge keresztkoétések alakulnak ki a miozin fej és az aktin szabadda valé
»aktiv” felszine kdz6tt (3. abra), amely folyamat gyenge eréatadast (erégeneralast) is
eredményez. A feltételezések szerint a nyugalmi rosthossziusdg ndvekedésével
kbzelebb kerlilnek a vékony és vastag filamentumok (csdkken a keresztmetszet -
Jattice spacing”), ami kedvez a zart allapot és a gyenge keresztkdtések
kialakuldsanak. 5) Ca** jelenlétében (magas kooperaciéval) kialakul az un. nyitott
allapot (3. abra), amikor a tropomiozin fondél tovabb csuszik az aktinarok iranyaba, és
teliesen szabaddé valik az aktin ,aktiv” felszine. Mindezek a folyamatok kedveznek
az erBs keresztkdtések kialakuldasanak és az erdégeneralasnak. 6) A relaxacio
kapcsan forditott folyamatok zajlanak: disszocial a Ca®* a troponin C-rél (mivel a
Ca® nagy sebességgel a szarkoplazmatikus retikulum raktarakba pumpalédik),
visszaall a troponin C eredeti konformécioja, és ismét blokkolodik az aktin felszinén
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ami a keresztkétésekhez szikséges.
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3. dbra. A kontrakcio kialakulasanak harom-szintii modellje. Blokkolt allapotban a tropomiozin
fonalak gatoljak (blokkoljak) az aktin ,aktiv” felszinét (sététsziirke kbrszelet), amihez a miozin fejek
kotédnek. Ca’* jelenlétében aktivalédik a troponin C és a tropomiozin fondl a kett6s aktinspirdlon az
un. ,aktinarok” iranyaba mozdul el, és lehetévé valik a quenge keresztkdtések kialakulasa (zart
allapot) a miozin fej és az aktin ,aktiv” felszine kézétt. A Ca”* magas kooperaciéval stimuldlja a nyitott
allapot kialakulasat, amikor a tropomiozin fonal mar az aktinarok meélyére csuszik, és teljesen
Szabadda valik az .,aktiv’ felszin. Igy kialakulhatnak az er6s keresztkdtések. A nyugalmi
rosthosszusag névelése csbkkenti a rostok harantatmergjét, igy kézelebb keriilnek egymashoz a
vékony és vastag filamentumok, ami néveli a zart allapot kialakulasanak valésziniiségét. Az
anorganikus foszfat (P) gatolja a nyitott allapot kialakulasat. SL=szarkomer hossz; ATP=adenozin
trifoszfat; ADP=adenozin difoszfat.

A B-adrenerg stimulalas hatasara egy fehérje foszforilacios kaszkad zajlik le a
szivizomban (8). A miofibrillaris fehérjék kdzil a troponin | és a C protein
foszforilalodik B-adrenerg agonista alkalmazasat kdvetéen. A troponin | foszforilacié
funkcionalis hatasa egyre inkdbb érthetévé valik az 0 kisérleti adatok tikrében. A
jelenlegi elképzelések szerint a foszforilacid csokkenti a miofibrillumok Ca®*-
érzékenységét (jobbra tolédnak a kamrafunkcio- és a miozin ATPaz aktivitdsanak
Ca*" fliggését reprezentalé gorbék). Mindezek alapjan a troponin | foszforilacio
hatasara kdnnyebben disszocidl le a Ca®* a troponin C-rél és ez hozzéjarulhat a B-



adrenerg stimulalas soran bekdvetkezd pozitiv luzitrop hatasokhoz. Ugyanakkor ez a
folyamat forditott iranyban is mikédik. Patolégias koérlilmények kozott
(szivelégtelenség), a Bi-adrenerg receptorszam csdkkenése és szétkapcsolodasa
miatt csb6kken a troponin | bazalis foszforilaltsaga, ami - valdszinilleg
kompenzatorikus folyamatként - néveli a miofilamentumok Ca®*-érzékenységét (9-
11). A C protein foszforilaciéjanak kontrakciora gyakorolt hatdsa intenziv kutatas
targyat képezi, ennek ellenére jelenleg csak szerény és bizonytalan eredmények

ismeretesek.
1.3. A nyugalmi rosthosszusag és a kontrakcios er6

Frank és Starling munkassaga o6ta ismert a nyugalmi rosthosszusag
(végdiasztolés volumen) és a megfelel6 sziviregben kialakult nyomas k&zotti
Osszefiiggés. A hossz-feszlilés diagramm csucspontja mind vazizom, mind a
szivizom esetében olyan nyugalmi izomhosszlUsagnal van, ahol a szarkomerek
hossza 2,3 um korili. Eddig a hosszusagig tart a Frank-Starling-gérbe felszallo
szakasza, majd egy mérsékelten csdkkend leszall6 szakasz kdvetkezik. Az optimalis
szarkomerhossz (2,3 pm) mellett maximalis a miozin és aktin koz6tt kialakult
kereszthidak szama. Ezen érték felett (>2,3 um) a vékony filamentumok kezdenek
kicsuszni a vastag filamentumok koézll (cs6kken a keresztkdtések szama),
ugyanakkor alacsony szarkomer hossz esetében (<2.3 um) a vékonyfilamentumok
atcsusznak a szarkomer masik oldaldra és részlegesen fedésbe kerilnek
egymassal. Ez szintén csOkkenti a keresztkétések kialakulasanak lehet6ségét. A
szivizom esetében — még nagyfoku dilatacié mellett is — a szarkomerhossz ritkan
haladja meg a 2.2-2.4 um értéket, tehat még a dekompenzalt miokardium is a Frank-
Starling-gérbe csucsan mikddik. A szivizom massziv kdtészdveti rendszere
(kollagén, titin, stb.) megakadalyozza a miofilamentumok tulzott megnyulasat.

A nyugalmi szarkomerhossz és a kontrakcios er6 kozotti Osszefliggés
magyarazataul régebben sokaig az optimalis aktin-miozin kézétti atfedést (optimalis
lehetéség a kereszthidak kialakitasara) tartottak. A mai tudasunk szerint a
szarkomerhossz nyujtasara ébredd erétobblet csak kis mértékben vezethetd vissza
erre a mechanisztikus modellre. Jelentésebbnek tiinik az, hogy a nyujtas hatasara

egyrészt fokozodik a troponin C Ca®*-érzékenysége masrészt hatékonyabbé valik a



miofilamentumok kézti kooperativ interakcié hatékonysaga. Kdvetkezményesen az
optimélis szarkomerhossz eléréséig fokozédik a troponin C Ca*-telitettsége és a
kontrakciés er6. A szarkomeren bellli hosszflggést biztositd fehérjerendszer
mikddése azonban ma még nem kelléen ismert. Valészinl, hogy annak
mikddésében Kkitlintetett szerepet kap a vastag filamentumokat a szarkomer
kbézponti helyére rogzité titin fehérje, és a vastag és vékony filamentumok koézti
oldaliranyu tér (,lattice spacing”) nyujtas hatdsara bekdvetkez6 csdkkenése.
Elddntetlen az is, hogy az aktin-miozin kereszthidak szamanak és/vagy az aktin-
miozin ciklus egyes atmeneteinek kinetikai valtozasai adnak-e jobb magyarazatot a
szarkomer nyujtasra észlelt fokozott izomerére. Tovabba az sem ismert, hogy az
eltér6 expresszios fehérjemintdzatokat tlkr6z6 szivizomzatokban, melyek
létrejbhetnek a human krénikus szivelégtelenség progresszidja kapcsan, de
kilénb6z6 emlbs speciesekben egészséges allapotban is megfigyelhetd, hogyan
érvényesiil a Ca®*-aktivalt eré Ca®*-érzékenységének szarkomerhosszfliggése.
Dacara a korabbi er6feszitéseknek a Frank-Starling-mechanizmus
molekularis szinti megértéséhez tehat még tovabbi részletes vizsgéalatok

sziikségesek.

1.4. B-adrenerg receptor rendszer, miofibrillaris fehérjék és a szivelégtelenség

A szivelégtelenség kapcsan kialakuld kéros pumpafunkcié és makroszkdpikus
szivatéplilés hatterében kiterjedt cellularis és molekularis valtozasok hiuzédnak meg.
A jelenségek okainak és kovetkezményeinek megfeleld értelmezését
nagymértékben hatraltatja az, hogy a szivelégtelenség szamos jelentésen kiilénb$zé
elvédltozasok és a Kkialakult szivelégtelenség, mint ,végs6é kbdzds 0t” kapcsan
megjelend eltérések igen valtozékony cellularis megjelenést eredményeznek. A
napjainkban kiterjedten alkalmazott allatkisérletes megkdzelitésekre sajnos
ugyanezek a megfontolasok érvényesek. Az dllatkisérletes adatok human
szivelégtelenségre valé kdzvetlen vonatkoztatdséat a faji kilénbségekbdl szarmazé
eltérések is nehezitik.

A szivelégtelenség progresszidja soran egyértelmien bekdvetkezik a
szimpatikus idegrendszer aktivalodasa, de ennek konkrét idépontja és kivaltd oka
kevéssé ismert. Sulyos szivelégtelenségben szignifikansan ndvekszik a plazma

noradrenalin szintje. A fokozott szimpatikus aktivitast részben a szivelégtelenség
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talajan létrejovd relativ hipotenzié és kdvetkezményes baroreceptor aktivacio
magyarazhatja. A kronikusan fokozott szimpatikus tonus karos szivhatasokhoz
vezethet. Ezen szivhatasok patomechanizmusaban a katekolaminok direkt toxikus
szerepe régen feltételezett, erre vonatkoz6 konkrét bizonyitékkal azonban ma meég
nem rendelkeziink. Ugyanakkor a kronikusan magas katekolamin szintekkel hozzak
kapcsolatba a szarkolemmalis permeabilitas névekedését, a kalcium overload- és az
arrhythmia-hajlam fokozédasat, valamint a szivizom megemelt O, igényét (12).

A krénikus tulterhelés okozta kardialis dekompenzéacié és pumpafunkcio
karosodds kapcsan tébb patolégias eltérést irtak le a B-adrenerg rendszer (B-
adrenerg receptor, G-proteinek, adenil ciklaz enzim) mikddésében (13). Ezeknek az
eltéréseknek a lIényege, hogy cstkken a B-adrenerg rendszer aktivalhatdosaga, illetve
parhuzamosan ezzel egyltt csékken a stimulalds soran keletkezé ciklikus AMP
(cAMP) mennyisége is. Ez a koéros szignalatvezetés els6sorban maganak a B+-
adrenerg receptorszamnak (slrliségnek) a csdkkenésével magyarazhaté, amit a
magas szérum katekolamin szint miatt bekdvetkezd deszenzibilizalédas
(downregulacio) magyaraz. A By receptorrendszer aktivitasanak csdékkenése miatt a
hattérbe keriilnek a cAMP fliggd intracellularis fehérje foszforilacios folyamatok.
Mindezek miatt csdkken a troponin | cAMP fligg6 bazalis foszforilacidja, ami néveli a
miokardium Ca?*-érzékenységét (balra tolédik a pCa-erd gorbe).

A miofibrillaris fehérjék szivelégtelenség kapcsan kialakuld valtozasai régota
intenziv kutatas targyat képezik. Ismert, hogy elérehaladott szivelégtelenségben a
kontraktilis apparatus miozin ATPaz aktivitdsa csokken. Kis allatokban (egér,
patkany) és a human pitvarban a gyors (a) miozin izoenzim tipus helyett fokozédik a
lassu (B) MHC expresszidja (14). Kdvetkezményként a kontraktilis filamentumok
mikddése ugyan gazdasagosabba valik, ennek azonban az az ara, hogy csékken a
kontrakcié sebessége (Vmax). A kis emlésdknél leirt miozin izoenzim valtas (switch)
human szivizomban valészinlileg csak kisebb mértékben kap szerepet (az eleve
meglévé B MHC dominancia miatt). A miokardium 6konomikusabb ,0zemmaodra”
valé bealldsa azonban a huméan szivre is jellemzé. ValészinUsitik, hogy itt a fétalis
troponin T és a pitvari miozin kdnnyl lanc bal kamrai izomzatban t6rténé
expresszioja is hozzgjarulhat a fentebb leirt eltérésekhez (15-17). Ugyanakkor a
kronikus szivelégtelenség soran kialakulé miofibrillaris fehérje eltérések csak
részben tekinthetdk tisztazottnak.
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A kronikus szivelégtelenség kialakulasa soran alapvetd valtozdsok
kdvetkeznek be a kardiomiocitdk intracellularis Ca®* anyagcseréjében. Szinte
valamennyi kisérletes allatmodellben leirtak az o kalium csatornak (tranziens kifelé
iranyuld K* aram) csokkent el6fordulasat (18). Kovetkezményként az akcids
potencialok id6étartama szivelégtelenségben jelentésen fokozodik. Az akcids
potencidlok megnyUlasa miatt né az extracellularis Ca®* belépés és fokozddik az
izomerd, az O, igény és az aritmia hajlam. A tartésan fennallé intracellularis Ca®*
szint emelkedés ndvekedési faktorként is hat, ami szerepet kaphat tovabbi gén-
expressziés  valtozasok indukalasaban. Erdekes, hogy az el6rehaladott
szivelégtelenségben a megndvekedett Ca®* bearamlas ellenére a Ca®* tranziens
amplituddja csdkken és a tranziens leszallo6 szardnak megnyulasat irtak le. Ezeket
az eltéréseket a szarkoplazmatikus retikulum (SR) Ca®*-ATPaz (SERCA2)
pumpénak a lelassult mikédésével magyardzzak, ami az enzim fehérjeszintjének
és/vagy funkciéjanak csékkenésével lehet dsszefliggésben (8). Human szivizombdl
szarmazo6 mintakban pozitiv korrelaciot talaltak a SERCA2 fehérje mennyisége és
bal kamra kontraktilitdsat jellemzé funkciondlis paraméterek kdzott. Feltételezik,
hogy az SERCA2 csdkkent mikddése miatt diasztoléban ndvekszik az intracellularis
Ca*" szint, ami inkomplett relaxaciéhoz, majd stlyos kontraktilitdszavarhoz vezet. A
Ca® anyagcsere szabalyozasanak felboruldsa (a diasztolés citoplazmatikus Ca®*
szint nOvekedése) kompenzatorikus valtozasokat hoz létre az egyéb
membranpumpak és receptorok mikdédésében. Ezen kompenzatorikus valtozasok
kdzil talan a legfontosabb a Na*,Ca®* ioncseréld fehérie mennyiségének (és
aktivitasanak) ndvekedése (19). Szivelégtelenségben a Ca®* pumpa mellett tdbben
vizsgaltak a SERCA2 funkciéjat szabalyozé fehériének, a foszfolambannak a
miokardialis szintjét és bazalis foszforilaltsagat. A vizsgalati eredmények alapjan a
krénikus tulterhelés hatasara mérsékelten csékken a foszfolamban szdveti szintje,
ami valdszinlleg szintén kompenzatorikus jelenségként foghaté fel (20).

A kronikus szivelégtelenségben tehat komplex mechanikai funkciézavar,
miofibrillaris fehérje eltérések, receptor szignalizaciés valtozasok és Ca?*

anyagcserezavar alakul Ki.
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2. Ceélkitlizések

1.

A Frank-Starling-mechanizmus magyarazatara sziiletett elképzelések (csékkend
harantatmérs, Ca?*-érzékenyités — lasd a bevezetést) bar plasztikusnak téinnek
és tébb szempontbdl oI értelmezhetéek, a molekuldris &sszefliggések
vonatkozasaban hianyosak és nem adnak magyarazatot tébb problémara.
Részletesen nem vizsgaltdk a szarkomerhossz Ca®*-érzékenységet szabalyozé
hatasat: 1) ésszehasonlitd jelleggel eltéré miofibrillaris felépitési (eltér6 MHC
Osszetételll) emlés sziveken (kis- vs. nagytesti emlésok), 2) valtozé
ionkdrnyezetben (pl. hipoxia kapcsan noévekvd foszfat koncentracié mellett), 3)
kilénb6zé hémérsékleteken, 4) patolégias koériimények kdzott (krdnikus
szivelégtelenség), és 5) az aktin-miozin keresztkdtési ciklus sebességére. Ezért
celul tlztik ki ezen kérdéscsoportok részletes vizsgalatat.

A szivelégtelenség kialakuldsa soran bekévetkez6 mechanikai (miofibrillaris
fehériek Osszehlzddasanak kinetikaja) és biokémiai (miofibrillaris fehérjék
Osszetétele, bazalis  foszforilacidja, adrenerg jelatvitel)  valtozasok
ellentmondasosak és sok kérdés még nem tekinthetd tisztazottnak. Ezért célul
tlztik ki, hogy egy jél jellemezhetd transzgenikus krénikus szivelégtelenség
allatmodell (Tgagq*44) segitségével a betegség progresszidjanak fliggvényében
megvizsgaljuk és kdvessik: 1) a kardiomiocitak mechanikai tulajdonsagait
(izometrids er6 és annak Ca®*-érzékenysége, passziv erd, aktin-miozin
keresztkotési ciklus kinetikaja) és 2) a miofibrillaris fehérjékben bekdvetkezé
valtozasokat (MHC expresszio, bazalis foszforilacié véltozasa). Mindezek alapjan
vizsgalni kivantuk azokat a patoldgias folyamatokat, amelyek elinditjak/kivaltjak a

miofibrillaris funkcio valtozasat.
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3. Metodika és felhasznalt anyagok
3.1. Kisérleti allatok, szévetmintadk

Vizsgalatainkhoz felnétt human, egér és sertés bal kamrai szivizommintakat
hasznaltunk fel. Kisérleteinket megel6zéen a mintakat -80 °C-on taroltuk. Sertés
mintainkat olasz partnereinktdl, egér mintainkat lengyel kutatétarsainktol kaptuk.
Egészséges human sziveket harom altaldnos donort6l nyertiink, akik explantalt
szivét technikai okok miatt nem hasznaltak fel transzplantacio céljara (46 és 53 éves
nébeteg és 41 éves feérfibeteg). A donorok nem mutattak semmiféle kardialis
abnormalitast és, nem részesiltek semmiféle gydgyszeres kezelésben (révidtavu
adreanalint, dobutamint és furosemidet kivéve). A halal oka cerebralis kontizié és
verzés valamint szubarachnoidedlis vérzés volt, baleset illetve stroke kdvetkeztében.

Human kisérleteink eleget tettek a Helsinki Deklaracionak és kisérleteinkhez a
Magyar Egészséglgyi Minisztérium is hozzajarult (323-8/2005-1018EKU). Minden
szbvetmintat kardioplégias oldatban szallitottunk (pH 7,4; mM-ban kifejezve: NaCl
110, KCI 16, MgCl» 1,6, CaCl; 1,2 és NaHCO;3; 5) és 4 °C-on taroltuk ~6-8 o6ran
keresztll, mielétt folyékony nitrogénben lefagyasztasra és -80 °C-on raktarozasra
kertltek.

A fiatal sertéseket Olaszorszagban tenyésztették. Vizsgalataink soran az
allatokat isoflurane anesztéziat kévetéen aldoztdk fel telitett KCI oldat i.v.
injektalasaval. A mellireget ezutan gyorsan felnyitottak, ahonnan traszmuralis bal
kamrai mintdkat vettek, melyeket ezutan azonnal folyékony nitrogénben
lefagyasztottdk. A sertések Kkisérletes felhaszndlasa az olasz térvényeknek
megfeleléen (DL-116, Jan. 27, 1992) és az Olasz Egészségigyi Minisztérium
engedélyével tortent.

Az aktivalt Gaq proteint tulsulyban expresszald (overexpression) dilatativ
kardiomiopatias (DCM) transzgénikus egértérzs (Tgaq*44) kialakitasat korabban
részletesen leirtak (21). Szapordéddképes homozigota Tgaq*44 egérparokat és vad
tipusu (FVB) egereket Prof. Eva J. Neer (Brighami N&i Klinika, Kardiovaszkularis
Divizio, Harvard Egyetem) kdzremikddésével kaptunk. Ezeket a transzgénikus és
vad tipusu egereket a Lengyel Tudomanyos Egészséglgyi Kutaté Akadémia
allathazaban tenyésztették. Az egereket 12 6ras vilagos - 12 éras sétét ciklusban
mikddé, légkondicionalt (22,5+0,5 °C, 50+5% paratartalom) termekben tartottak,

ahol az allatok korlatlan mennyiségben hozzafértek mind a tdphoz, mind a vizhez.
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Kisérleteinkben a homozig6ta Tgaq*44 és FVB egereket (mint vad tipusu kontroll
allatot) hasznaltunk. A néstény Tgaq*44 egereket és az azonos koru FVB allatokat
(4, 10, 14 és 18 hdnap) 1000 IU fraxiparin alkalmazasat kdvetéen, thiopental
anesztéziaban (100 mg/kg i.p.), nyaki diszlokacioval aldoztuk fel. Az allatok szivét
gyorsan kimetszettilk és hideg, 4 °C-os fiziologias séoldatban atmostuk. Ezt
kdvetéen néhany szivet kiszaritottunk és megmértik a szaraz szdveti sulyokat. A
pitvarok és a jobb kamra eltavolitdsa utan a bal kamrat is lemértiik, majd folyékony
nitrogénben azonnal lefagyasztottuk. Az egér balkamrai mintakat -80 °C-on taroltuk,
majd ezeket a szOveteket hasznaltuk szivizomsejt (kardiomiocita) preparatumok
elkészitésére és kilonb6z6 biokémiai mérésekhez. A jobb tidé alsé lebenyének
tdbmegét is mértik, majd 48 Oras szaritast kbvetéen megallapitottuk a nedves/széraz
tdbmegaranyt. A transzgénikus egerekkel kapcsolatos vizsgélatok a Jagell6 Egyetem
Etikai Bizottsaganak engedélyével torténtek (no. 1/OP/203). Valamennyi
vizsgalatunk kapcsan (egeér, sertés) eleget tettlink a laboratériumi allatok kisérletes
felhasznalasaval kapcsolatos nemzetkdzi protokolloknak (Guide for the Care and
Use of Laboratoty Animals).

3.2. Erémérés permeabilizalt szivizomsejt preparatumokban

Minden felhasznalt kisérleti vegyszer a Merck (Darmstadt, Németorszag)
cégtél szarmazott, hacsak nem jeleztik masképp (lasd lejjebb). A kardiomiocita
erémérés soran felhasznalt relaxaldo és aktivaléo oldatok Osszetétele mar szintén
leirasra kerillt (22). A relaxalé és aktivalé oldatok pCa értéke, azaz a —log[Ca®*] 9,0
és 4,75 volt, pH 7,2 mellett. Az er6mérést az aktivalo és relaxalé oldatok
felhasznalasaval hajtottuk végre. Az aktivald oldat Osszetétele (mM egységben
kifejezve) a kdvetkezd volt: szabad Mg?* 1, MgATP 5, foszfokreatin 15, kalcium
etilénglikol-bis(2-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetraacetat (Ca-EGTA) 7 és N-N-bis[2-
hidroxietil]-2-aminoetanszulfonat 100. Az ionekvivalenciat 150 mM-ra allitottuk be
KCl segitségével (186 mM-os ioner8sség mellett). A pH 7,2 bedllitasdt KOH
alkalmazasaval végeztik. A relaxald oldat 6sszetétele annyiban kilénbdzétt az
aktivaloé oldat 6sszetételétdl, hogy Ca-EGTA helyett 7mM EGTA kerilt az oldatba.
Mindkét oldatot kiegészitettiik proteaz inhibitorokkal 40 uM leupeptin (Sigma, St.
Louis, MO, USA) és 10 uM E-64 (Sigma, St. Louis, MO, USA). A magas foszfat
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koncentracio (10 mM) jelenlétében tortént vizsgalataink kapcsan az aktivalé és
relaxalé oldatok 10 mM-os végkoncentracioban KH,PO,-t tartalmaztak.

Protokoljaink egy részében megvizsgéltuk a proteinkinaz A (PKA) katalitikus
alegységének (Sigma, St. Louis, MO, USA) hatasat kisérleti preparatumainkra. A
PKA oldasat a kdvetkezéd mddon végeztik: 1 mg liofilizalt PKA-hoz 60 pl 100 mM-os
DTT-t (dithiotreitol) adtunk, majd a keveréket 1 ml-re higitottuk Ca®*-mentes relaxalé
oldatottal (relativ foszforilaciés kapacitas: ~10 unit/ug). A feloldott PKA oldatot
legfeliebb 5 napig 4°C-on taroltuk,. Ezen kisérleteinkben Kkilénb6z6 életkord
Tgag*44 és FVB egerek kardiomiocitait hasznaltunk. Elészér a Ca®* - erd
Osszefliggést a PKA kezelés el6tt hataroztuk meg, majd a szivizomsejteket 2,3 um-
es szarkomerhosszon (SL) 40 percig 20 °C-on inkubaltuk PKA jelenlétében és végll
az izometrids er6 valamint az aktin-miozin ciklus sebességének Ca®*-fiiggését

ismételten megmertuk.

Erémeéro

Motor
(elektromagnes

Reagenscseppek 'hu ‘
Felfliggesztett kardlom|00|ta ~40pm

B e —

A Targylemez mozgatasanak iranya B

4. abra. Kardiomiocita eréméré rendszer (A). Két rovartii kézé felragasztott, membranrendszerétél
megfosztott szivizomsejt (B). Jol lathato a kardiomiocita harantcsikolata (nagyitott felvétel).

A szivizomsejt preparatum erémeérési technikaja részleteiben mar leirdsra
kerllt (23). Roviden, egy szivizomsejt nagysagu preparatumot inverz mikroszkop
alatt szilikon ragaszt6 segitségével (100% silicone, Dow Corning, Aquarium sealent,
Midland USA), két vékony rozsdamentes acél rovartlindz erésitettiink (4. abra). Az
egyik tit egy nagy érzékenységl erémér6hdz (SensoNor, Horten, Norvégia), a
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masik tit pedig egy elekiromagneses motorhoz (Aurora Scientific Inc., Aurora,
Kanada) kapcsoltuk. Mindkét tat ,joystick”™-el kezelhetd iranyitd rendszerhez
rogzitettlk. A rogzitett sejtpreparatum egy nagyobb szegmensének optikai elemzése
révén allitottuk be a szarkomerhosszat (SL). Az elemzés soran a kivalasztott
sejtszegmens harantcsikolatan térbeli Fourier transzformaciés analizist végeztliink
(relaxalo oldatban). A preparatumok atméréjét mikroszkdpos technikaval meértik, keét
egymasra meréleges iranybol. A preparatum vastagsaganak megallapitasa a
mikroszkop objektiviének elmozgatasaval tortént, a sejt felsé és alsé hatarvonala
k6z6tt. A mandvert kdvetden megvizsgaltuk az objektiv elmozdulas nagysagat és
um-ben fejeztik ki az elmozdulas mértékét, amit egyenlének tekintettiink a sejt
vastagsagaval. A keresztmetszeti kép felszinének szémitdsa soran elliptikus
keresztmetszetet feltételeztlink.

Az izometrias erémérest tObbszords aktivacios/relaxacios ciklusokban
15 °C-on veégeztik (5. abra), elészér 1,9 um, majd 2,3 um SL-on. Egyes kisérleti
protokolljainkban 25 °C-ra emeltik a kisérleti kézeg hédmérsékletét. A kontrakciét és
relaxaciét a rogzitett szivizomsejt relaxaldé oldat cseppbél, aktivalé oldat cseppbe
torténd egymast kdvetd athelyezésével valtottuk ki, a mikroszkop targyasztal lateralis
mozgatasa révén. Mindkét csepp kisérleteinkben 50 pl-es volumeni volt. Amikor a
preparatum elérte a maximalis dsszehluzodasi erét, a szivizomsejt hosszat — az
elektromagnesre illesztett tli segitségével — 1 msec alatt 20%-al csékkentettik és 20
msec multan visszaallitottuk eredeti hosszéra (U.n. release-restretch mandver). A
mandéver kapcsan a sejt altal kifejtett maximalis er6 nullara csdkkent (a hirtelen
révidilés miatt), ami lehetévé tette a maximalis sejt altal kifejtett eré (Fiota)
regisztralasat és kiszamitasat. Az eredeti hossz visszaallitdsat kdvetéen az aktin-
miozin kapcsolatok ujrarendezddésével az izomsejt révid idén beldl Ujra a roviditést
megel6z6 maximalis kontrakcids erét volt képes létrehozni. Ez a folyamat igen
gyorsan, néhany masodperc alatt zajlott le (er6 Ujraképzédés — ,tension
redevelopment”). Koérllbelil 6 masodperccel ezen manéver utan, a sejtet
visszahelyeztik a relaxald oldatba, ahol a fent leirt release-restretch manéver egy
hosszabb (8 sec) valtozatat hajtottuk végre. Ezzel a technikaval tudtuk megmérni és
kiszamitani a sejt altal kifejtett passziv erdt (Fpassziv). Az aktiv (Ca**-aktivalt)
izometrias erd az Fiotal €S Fpassziv KUlONbségével jellemezhetd. Az erd Ujraképzddés a

release-restretch manéver utan jellemzé gérbét adott, amire exponencialis fliggvényt
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illesztettiink, annak érdekében hogy kiszamoljuk az er6 Ujraképzddeés (aktin-miozin
ciklus) sebességét (ki) killonbdz6 Ca® koncentréciok esetén (5. abra):
[1] F(t)=Fi+Fa(1-e™t")

ahol a F(t) az er6, barmely t id6pontban a release-restretch manéver utan, barmely
Ca®* koncentracion. Az F; és F, jellemzik a kezdeti erd értéket a release-restretch
mandver utan, valamint a Ca®* aktivalt eré Ujraképzddés amplitudéjat. A ky pontos
meghatarozasahoz minden esetben az eré Ujraképz6dés teljes idétartamat (F; és
Fuotal kOz6tti id6) figyelembe vettilk. Ugyanakkor alacsony Ca®* koncentréciok esetén

a ki pontos kiértékelését megakadalyozta az alacsony jel/zaj arany.

Hossz r l._.__f—_
A oy mE B

Erd 25 kN/m?2

20 sec

-

w

Aktiv erd Passziv erd
4,82

25 kN/m?

1 sec

5. dabra. Az erémérés technikaja (A). A mérés soran révid idén bellil (néhany msec) mddositottuk a
Ca’* koncentrécidt (pCa) vagy a preparatum hosszat (z6ld szinnel jellve). Az aktiv és passziv er6
meghatarozasat lasd részleteiben a szévegben. A k, meghatarozasa — release-restretch manéver
(B). A hirtelen hosszvaltozast (20%-os révidilés, majd az eredeti hosszra térténé visszaallitas)
kévetben regisziraltuk az eré ujraképzédését, amire exponencialis fliggvényt illesztettiink (piros
szinnel jelélve). A ki, az erb ujraképzddés sebességi allanddja (lasd az [1] egyenletet a szévegben).
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Az er6 és hosszusagi adatokat egy analdg tintaird készllékkel regisztraltuk,
és analog-digidlis konverziét kdvetéen személyi szamitogépen taroltuk. A mintavétel
altaldban 20 Hz-en tortént, azonban a ki, mérésekor ez az érték 1 kHz volt.

Minden kisérleti protokoll egy szaturdldé Ca®* koncentracién (pCa 4,75)
elvégzett kontroll aktivaciéval kezd6dott és végz6dott. Ez lehetévé tette a mért erék
normalizalasat és a preparatum 0.n. ,rundown’janak, azaz mérés kdzbeni
,elhasznalédasanak” meghatarozasat. Ezekhez a mérésekhez a maximalis Ca®*
aktivalt er6ket hasonlitottuk &6ssze (Fo,). Minden kisérleti mérés végeén
O0sszehasonlitottuk a sejt altat létrehozott maximalis er6t a kisérlet elsé hasonlé
ertékével. Amennyiben a kisérlet végén a sejt az eredeti érték 80%-a alatt teljesitett,
ugy azon mérést elvetettik. A kilénbdzé SL (1,9, illetve 2,3 um) alkalmazasa nem
befolyasolta az egyes preparatumok run-down értékét. Ellendriztik, azt is, hogy a
run-down hatassal van-e a mért ki értékekre. Kisérleteink kapcsan - a maximalis erd
méréséhez hasonlban - elvetettiik azon ki meghatarozasokat, ahol az utolsé kontroll

aktivacioé soran a preparatum nem produkélta az elsé méres legalabb 80%-at.
3.3. Endogén PKA aktivitas mérése

A Kkulénbdzd életkord egerek fagyasztott balkamrai mintdit hasznaltuk a
meghatarozashoz (csoportonként 3-7 allat). A szuszpendalast és homogenizalast
moédositott izolaciés oldatban (mM-ban: KCI 100, EGTA 2, MgCl. 1, ATP 0,1,
imidazole 100, pH 7,0) végeztik. A citoszdlt centrifugalassal tavolitottuk el, (300g, 1
min, fellluszé: citoszdl), majd az Uledéket 0,3%-o0s Triton-X 100-at tartalmazé
izolaciés oldatban  ismételten  homogenizaltuk. A  detergens  oldékony
membranfehérjék extrahdldsa jégen torténé razas (5 perc), majd centrifugalas
segitségével tortént (300 g, 1 min, fellilisz6: membran fehérjék, pellet: kontraktilis
fehérjeket tartalmaz6 permeadbilis kardiomiocitak). Az elkészult preparatumok
min&ségét fénymikroszkdp alatt kontrollaltuk. Ezt kdvetéen a szétvalasztott frakcidk
USA). A szétvalasztott citosz6l, membran és kontraktilis fehérje frakciok
koncentraciojat moédositott izolaciés pufferrel 3,0 mg/ml, 0,3 mg/ml és 0,5 mg/ml-re

higitottuk. Az endogén PKA mérés szobahdmérsékleten tortént, y-°P jeldlt ATP
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segitségével (specifikus aktivitds: 750 cpm/pmol). Szubsztratként 1 ul kemptidet (1
mg/ml, GenScript, Piscataway, NJ, USA) hasznaltunk. A reakcié elinditasat kévetéen
a 0. és 17. percben 10 pl keveréket cseppentettiink foszfocelluléz papirra (GE
Healthcare, Miinchen, Németorszag). A papirokat 30 percig szaritottuk, majd 0,5%-
os foszforsavval (Sigma, St. Louis, MO, USA) haromszor atmostuk. Ezt kdvetben
még egy végsd acetonos mosast is vegeztink. A foszfocelluléz papiron maradd
radioaktivitds mérésére liquid szcintillacios szamlalét hasznaltunk (TriCarb
scintillaciés szamlalo, PerkinElmer Life Science, USA). A kilénbdz8 sejtfrakciok
kdzll csak a citoszélban taldltunk endogén PKA aktivitast. Megkiséreltik a
PKC/Cam Kinaz Il aktivitAsanak mérését is specifikus Syntide-2 szubsztrattal
(Sigma, St. Louis, MO, USA), de nem talaltunk értékelhetd foszforilaciot.

3.4. Troponin | utéfoszforilacio

A permeabilizalt szivizomsejtek troponin | bazalis foszforilaciés szintjének
meghatarozasara utéfoszforilacids vizsgalatokat vegeztink. A miofibrillaris fehérjéket
tartalmaz6 frakciot az endogén PKA meghatarozasa soran ismertetett modon
izolaltuk. A reakcios elegy 40 pl izolalt miofibrillaris fehérje frakciét (fehérje
koncentracioja 0,5 mg/ml médositott izolacidés oldatban), 10 pl modositott izolaciés
oldatot, y-*P ATP-t (specifikus aktivitas: 1500 cpm/pmol) és 1 pl PKA-t (4000 U/ml)
tartalmazott. Az inkubalast szobahémérsékleten 15 percig végeztik. Az inkubalast
kdvetéen a reakciot 50 pl SDS pufferrel (Sigma, St. Louis, MO, USA) éllitottuk le,
majd a mintédkat 5 percig forraltuk. Ezt kdvetéen a forralt mintat (30 pl) 10%-os
poliakrilamid gélen elektroforézis segitségével szétvalasztottuk, a szeparalt
fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferaltuk. Az autoradiografidhoz kék
érzékeny filmet (Primax, Berlin, Németorszag) hasznaltunk. Az autoradiografias
felvételeket denzitometriaval elemeztik és a kiértékelést (foszfat beéplilést), Image J
programmal (freeware www.nih.gov) végeztik. Az optikai denzitast 6nkényes
egységekben (arbitrary unit) fejeztik ki.
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3.5. MHC izoformak szétvalasztasa

Az MHC izoforméak (o és B) szétvalasztasa elekiroforézis segitségével (Bio-
Rad készulék) tortént (gél nagysaga 26x21 cm, 1,5 mm vastagsag). A jo
szétvalasztds érdekében az elekiroforézishez egyénileg dsszedllitott gélkeveréket
hasznaltunk: 8% akrilamid-bis-acrilamid (27,5:1), 380 mM Tris-HCI, 0,1% sodium
dodecilszulfat (SDS), 5 mM TEMED, 2mM AMPER. A futtatdé pufferelegy
Osszetétele: 25 mM Tris-HCI, 200 mM glycin, 0,7% SDS, 11,5 mM B-merkaptoetanol
volt. A fehérjesavok festése Coomassie festékkel tértént (0,1% Coomassie Brillant
Blue G-250, 10% metanol, 50% acetat). Minden vegyszert a Sigma szallitott (St.
Louis, MO, USA). A géleket az Image J programmal értékeltuk.

3.6. Statisztika, adatelemzés
A Ca®* - eré viszonyokat médositott Hill-egyenlettel illesztettik:
[2] F= Fo[Ca2+]nHi”/(Ca50nHi”+ [Ca2+]nHi||)’

Ahol az F a steady-state erd adott Ca** koncentracié ([Ca®*]) mellett, az F,, a
maximalis Ca®*-aktivalt er6 telits [Ca®*] mellett, nHill a meredekséget, Casy (vagy
pCaso) az 50%-0s erdkifejtéséhez szilkséges Ca®* koncentracid, szigmoid illesztést
kbvetéen. Minden Kkisérleti preparatum egyenként kerllt illesztésre, az egyes
eredményeket 6sszegeztik, és az atlagok kerlltek bemutatasra.

A statisztikai szignifikancia vizsgélatokat variancia analizissel (ANOVA,
ismételt mérések) és ahol lehetséges volt Student féle t-probaval végeztuk. Az
eredményeket atlagrSEM (atlagtmintakdzép hibaja) értékekben fejeztik ki. A

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

21



4. Eredmények
41. A szarkomerhossz valtoztatdsanak hatasa a  kontraktilis er6
Ca®-érzékenységére és az aktin-miozin ciklus sebességére  kildnbdzé
speciesekben

A Frank-Starling-mechanizmus magyarazata, amint azt a bevezetésben
részleteztik, csak részben tekinthetd tisztazottnak. Ezért célkitizéseink kozott
szerepelt ennek a mechanizmusnak részletes tanulmanyozasa, permeabilis
kardiomiocita preparatumokon. A membranrendszerétél és citoplazmatikus
fehérjéitél megfosztott kardiomiocita egy olyan egyszerii rendszernek tekinthetd,
amelynek segitségével mindenfajta strukturdlis zavard tényezd (kotészbveti sejtek,
elemek, membranszabdlyozas stb.) nélkil tanulmanyozhaté a miofibrillumok
kontraktilis funkcidja. A metodikai fejezetben részletezett kardiomiocita ,set-up”
berendezéstinkkel kilénb6z6 emlésdkben nagy pontossaggal és komplex méddon
vizsgalni tudtuk a kontraktilis funkciot (aktiv izometrias er6, passziv er6, az erd
Ujraképz6dés sebessége stb.), mind normal Aallapotban, mind patolégias
kérilmények kdzott. Ezen kisérleteinkhez human, sertés és egér kardiomiocitakat
hasznaltunk, mivel j6l ismert a kis testtdmegl emlésdk (egér) szivének, illetve a
nagy tdmegl emlésdk (ember, sertés) miokardiumanak eltéré miofibrillaris fehérje
Osszetétele (lasd bevezetést) és funkcidja.

A 6. abran a human, egér és sertés permeabilizalt szivizomsejtekre jellemzé
relaxaciés/kontrakcids ciklusokat mutatjuk be, amely jelen esetben a kb. fél-
maximalis (50%-0s) 8sszehlizoédast kivaltd [Ca®*]-nal keletkezett, révid 1,9 pm-es és
hosszu 2,3 um-es SL esetén (pCa 6,0 human és sertés mintak esetén és pCa 6,2
egér mintdknal). A 6. dbra A-C része az SL ndvekedés hataséara (1,9 um-rél 2,3 um-
re) létrejové eréndvekedést mutatja, ami human mintékban 57%, egerekben 59%
sertésekben pedig 48% volt (Ca®*-érzékenyités). Ezek az erdéndvekedések
magyarazzak a Frank-Starling-mechanizmust. Ugyanezen abra D-F része a sejt
relativ hosszat és a megfelel6 idépontban létrehozott sejtréviditési mandvert, az u.n.
srelease-restretch mandver”, valamint az er6 Ujraképz6dést szemlélteti mindharom
eml6sfaj esetében. A release-restretch mandévert kovetd erd Ujaképzédés
regisztratuma mindharom faj esetén ugyanannyi ideig tart, hogy k&énnyebben
szemléltethesslk az er6 Ujraképz6dés sebességében (aktin-miozin ciklus

kinetikajaban) észlelt kiulénbségeket. Eredményeink azt mutatjak, hogy bar az
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egérnél lathaté erd ujraképzédés kinetikaja jelentésen meghaladja a human vagy a
sertés mintak hasonlé paraméterét, az SL véltoztatéasa (1,9 um és 2,3 pm) egyik
emlésfajpan sem okozott kilénbséget az eré Ujraképzddés (aktin-miozin ciklus)
sebességében. Az 1. tablazat az atlag értékeket tartalmazza a harom emlésfaj Ca®*
aktivalt, aktiv erére és a Ca®* fiiggetlen passziv erére vonatkozéan, révid és hosszu
SL-nél (1,9 um és 2,3 um). Az egérnél 2,3 um-es SL-nél mért passziv Ca**-fliggetlen
erd szignifikansan nagyobbnak bizonyult, mint a human vagy sertés mintak esetén,

ahogyan ezt mar korabban megfigyelték (24).
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6. dbra. Izometrias 6sszehuzodas soran fellépé eréviszonyok permeabilizalt human (A és D),
egér (B és E) valamint sertés (C és F) szivizomsejtekben 1,9 um és 2,3 um szarkomerhosszak
(SL) esetén. Az alkalmazott Ca’* mennyisége [Ca’*] a maximdlis er6 feléhez tartozé koncentrécic
volt (1,9 um SL, pCa 6,0 az A és C abrakon és 6,2 a B abran). Az A-C abran a lassu mintavételezés
sordn felvett SL fliggé Ca”* kontratira Iathaté, mind 1,9 mind 2,3 um SL esetében. A D-F &brak
bemutatjak a gyors mintavételezés kapcsan létrejévé erd Ujraképz6dést a 80%-ra réviditett, majd
visszaallitott manéver kapcsan (release-restretch manéver - a k, kiszamitasahoz). A D-F abrakon
minden esetben a fels6 gérbe az 1,9 az alsé pedig a 2,3 um-os szarkomerhossz mellet mért eré
Ujraképzédésnek felel meg. Az A-C abran lathato réovid vizszintes vonal jelzi a nulla erét.
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1. Tablazat. A pCa-eré és a pCa-k, 6sszefliggések paraméterei human, egér és sertés kardiomiocitakban (foszfat [Pi] hianyaban és jelenlétében)

Human Egér Sertés
0 mM Pi
1,9 um 2,3 um 1,9 um 2,3 um 1,9 um 2,3 um

Fo, (kN/m2) 28,6+3,3 49,5+3,7 27,213,9 56,6+3,9 30,3+3,0 51,8+46,9
Fpasszivs (kN/m2) 2,5+0,4 5,7+0,7 3,8+0,8 10,5+0,6* 3,840,6 6,940,7
pCas 6,10+0,04 6,21+0,03 6,18%0,01 6,29+0,03 6,07+0,02 6,21+0,03
ApCasp 0,11+0,01 0,11+0,01 0,14+0,01
nHill 2,11+0,09 2,08+0,12 2,20%0,11 2,23+0,11 1,96+0,12 2,08+0,12
Kir,max (s") 1,33+0,11 1,19+0,07 7,44+0,15* 6,95+0,31* 1,02+0,05 0,99+0,08

10 mM Pi
pCasg 6,07%0,02 6,160,021 6,020,011 6,12+0,021 5,91+0,01¢ 6,02+0,021
ApCaso 0,09+0,01 0,1+0,01 0,11%0,01
nHill 2,33+0,12 2,37+0,13 2,28%0,11 2,68%0,14 2,34+0,17 2,41+0,19
Kir,max (s") 2,080,091 1,89+0,11¢ 22,81+0,76*t  20,40+0,53*t 1,92+0,15% 1,60+0,09%

Atlag+SEM, n=6 valamennyi csoportban. A nyugalmi rosthossztisdgot (SL) 1,9 um és 2,3 um-ra allitottuk. F,=maximalkis ca’* aktivalt erd, Foasszn=passziv
eré, nHill=Hill koefficiens, kymix=az eré Ujraképz6dés maximalis sebessége. *P<0,05 a human vagy sertés szivizomsejtekkel szemben; 1P<0,05 a Pi
hianyaban mért értékhez képest (ugyanazon species és SL).
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7. abra. pCa-er6 (A) és pCa-k, (B és C) OJsszefiiggések human, egér és sertés
kardiomiocitakban, 1,9 és 2,3 um-es SL esetén. Az A panelen a szubmaximalis eré értékeket
normalizéltuk a maximélis erGértékekre, hogy bemutassuk a hasonlésdgokat az SL-figgé Ca’*-
érzékenységben. A betétek ugyanezt a viszonyt mutatjak az eréértékek linearizalasat kévetéen. A B
panelen a ki értékek abszolut szamokban lathatoak a faj, illetve az SL fL'Jggés bemutatasara. Az abra
C részén a relativ (fajonként sajat maximumukra normalizalva) k, Ca™* fiiggése lathaté. Az SL
valtoztatasa nem befolyasolta a k;, értékeket egyik faj esetében sem. Mintaszamok: human n=16 sejt,
egér n=8 sejt és sertés n=6 sejt.
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A Ca**-érzékenység SL-fliggd ndvekedésének vizsgalatara a harom vizsgalt
faj normalizalt pCa-er6 gorbéit azonos kisérleti korilmények kozott vizsgaltuk (7A.
abra). A 7. abra jdl illusztralja a preparatumok Ca?*-erd dsszefliggését, valamint jol
észlelheté az SL hossz ndvekedés hatasara létrejové pCasy €rték balra tolédasa
(Ca®*-érzékenyités), amely mindharom vizsgalt fajnal meglepd egyenléséget mutat
(~0,11 pCa értek). Nem talaltunk szignifikans statisztikai kilénbséget a harom emlés
faj ny értékei kdzo6tt sem (1. tablazat). Kiszamitottuk az ny értékét az erd értékek
linearizalasa utan, de igy sem talaltunk kilénbséget a vizsgalt fajok kdzott (7A. abra,
abrabetétek). Ugyanakkor, minden vizsgalt Ca®* koncentraciénal jelentds eltérést
észleltlink az egér ki értékeiben a human, illetve a sertés értékeihez viszonyitva.
Amig a sertés és a human mintak mindkét SL-nél igen hasonld ki max értéket adtak
(pCa 4,75), addig az egér mintak szignifikdnsan magasabb ki max €rtéket mutattak (a
kGlbnbség 6-7-szeresnek bizonyult — ennyivel gyorsabb az egér szivekben az aktin-
miozin ciklus kinetikaja). Ugyanakkor az SL valtoztatasa nem befolyasolta az egyes
fajok esetében a ki paraméterek pCa fliggését (7B. abra). Mas szavakkal
fogalmazva: az SL véltoztatasa nem befolyasolta az er6 Ujraképzédeés (aktin-miozin
ciklus) kinetikajat. A k;, paraméter Ca?*-fiiggé véaltozasainak részletes vizsgalatara
minden faj esetében normalizaltuk a ki értékeket (a fajra jellemzé maximumra) (7C.
abra). Ez a fajta adatelemzés azt mutatja, hogy a k;; Ca®* fliggése mindharom fajban
nagyon hasonlo.

Annak vizsgalatara, hogy a lefagyasztas-felengedés ciklus mennyiben
befolydsolta a preparadtumaink mechanikai integritasat és ezzel eredményeinket,
nyolc frissen izolalt egér preparatumot (3 egérszivbdl) hasonlitottuk 0Ossze
fagyasztott mintakkal. Ezen kiegészit6 kisérleteinkben mért aktiv és passziv erék a
kdvetkezdk voltak: 1,9 pm SL esetén 28,5+2,3 és 3,0+0,3 kN/m?; 2,3 pm SL esetén
59,6+5,9 és 8,9+0,4 kN/m?. Ezen sejtek ky,max értékeit 8,50+0,45, illetve 7,83+0,34 s
_nek szamitottuk 1,9 és 2,3 pm-es SL esetén. Ezen értékek egyike sem tért el
szignifikansan a fagyasztott mintak hasonl6 paramétereitél. Tovdbba sem a Hill
egyenlet illesztése kapcsan, sem a submaximalis Ca®* értékeknél mért k; esetében
nem taldltunk szignifikans kilénbségeket a fagyasztas utan felengedett, illetve
frissen izolalt preparatumok kézott.

Az anorganikus foszfat (Pj) kdzismerten csokkenti a miofibrillumok altal
kifejtett maximalis Ca®* aktivalt erét, mivel az interferal az eréképzd keresztkdtések

kialakuldsaval (3. abra) (25-28). Tobbek kozétt ezzel a tdémeghatas elvén
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magyarazott 6sszefliggéssel is magyarazzak az akut iszkémids miokardium

kontraktilitascsokkenését.
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8. dbra. Relativ pCa-er6 (A), normalizalt pCa-eré (B) és pCa-k; 6sszefiiggések human, egér és
sertés miocitakban 1,9 és 23 um SL esetén, illetve 10 mM anorganikus foszfat (P)
jelenlétében. A P; hatasara jol lathaté a maximalis er6hatas (F,) csékkenése mindharom fajban (A).
A submaximalis er6ket a sajat maximumukkal normalizalva, megtartottnak talaltuk a pCa-er6 gorbét
mindkét SL esetén a hozzaadott P; ellenére (B). A k, értékeket abszolut szamokban fejeztiik ki az
abra C panelén, hogy bemutassuk a P; ki, értékeire gyakorolt gyorsité hatasat. A pontokkal és
egybefiiggd vonallal jeldlt gbrbék (A és C panel) az eredeti P; hatas nélkil mért értékeket szemléltetik.
Az SL valtoztatasa P; jelenlétében sem befolyasolta a ki, értékeket egyik fajpan sem. Mintaszamok:
human n=8 sejt, egér n=12 sejt és sertés n=12 sejt.
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Mindezek miatt megvizsgaltuk, hogy kisérleti preparatumainkon a 10 mM P;
hogyan befolyasolja a Ca®* aktivalt erét és a ki értéket. A 8/A abran lathatd, hogy a
10 mM P; valamennyi Ca®* koncentréciénal szignifikdnsan csékkentette a kialakult
izometrias erét. A maximalis Ca®* aktivalt eré (F,) a P hatasara mindharom vizsgalt
fajpan ~60-65%-al csbkkent (human mintakban 65+5%, egerekben: 60+1% és
sertésekben 61+£1%; P>0,05; 1,9 um-es SL). A P; hatasara hasonld6 mértékben
csdkkent a maximalis Ca?* aktivalt eré (F,) a magasabb nyugalmi rosthosszisag
(2,3 um) alkalmazasa mellett is.

Megvizsgaltuk tovabba a Ca®*-érzékenység SL fliggését a P; hatasa alatt
(minden mért értéket a megfelel6 maximummal normalizaltuk) és a kapott adatokat
illesztettik a Hill egyenletbe (8B. abra). Az analizis azt mutatta, hogy a nyugalmi
rosthosszulisag névelése (1,9-rél 2,3 uM-re) altal kivaltott Ca**-érzékenyitést egyik
fajpan sem befolyasolta a P; jelenléte (1. tablazat és 8B. 4bra). A kapott valtozas a P;
jelenlétében is ~0,1 pCa érték volt. Ugyanakkor a 10 mM P; alkalmazasa dramai
gyorsulast okozott mindharom faj esetében az aktin-miozin keresztkétési kinetikdban
(kir). A 10 mM Pi-t tartalmazé human és sertés minték esetében a ki, max NOvekedése
~1,6-szor haladta meg a P; nélklli kisérleti kdrilmények kézoétt meért értéket. Egér
preparatumok esetén ez az értek elérte a ~3-at (lasd az 1. tdblazatot). A
keresztkdtési kinetika gyorsuldsa mindkét SL-nél észlelheté volt és az SL
moédositdsa nem befolyasolta szignifikdnsan a k; értékeket (barmely Ca®*
koncentracional vizsgalva). Mas szavakkal: a 10 mM P; alkalmazasa mindharom
emlésben szignifikdnsan gyorsitotta a ky-t, de ez a gyorsulas flggetlennek bizonyult
az SL értékétdl.

Kordbbi vizsgalatok sorén a kisérleti hdmérséklet emelése potencialta a P;
indukalta hatasokat az aktin-miozin keresztk6tési kinetikara nydl vazizom
miofibrillumban (28), illetve egér kardialis miofibrilumokban (29). Ezért
megvizsgaltuk, hogy sajat kisérleti rendszerlinkben a kisérleti hémérseklet névelése
— a fiziolégidsabb tartomany iranyaba - mennyiben befolydsolja a human
preparatumok kontraktilitdsi paramétereit. Ezért 25 °C-on 10 mM P; jelenlétében is
elvégeztik kisérleti protokollunkat (9. abra). Eredményeink szerint 1,9 pm-es SL
esetén 25 °C-on a maximalis Ca®* aktivalt eré 35,2+4,2 kN/m? volt (n=10 human
szivizomsejt), mig 10 mM P; hozzaadasa utan ezen érték 17,4424 kN/m°—re
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csokkent. Ezen kisérleteink azt mutattak, hogy - az irodalmi adatokkal megegyezéen
- a hédmérséklet névelésének hatasara a 10 mM P; erételjesebben csbtkkentette a
maximalis Ca®* aktivalt erét (Fo), mint 15 °C-on.

A magasabb hémérsékleten elvégzett kisérleteink adatait normalizalva,
kifejeztik a Ca®*-érzékenység SL fliggését (9B. abra). Az eléz6 tendencidhoz
hasonl6éan a pCas, értékvaltozas tovabbra is 0,10+0,02 volt (P<0,05), annak
ellenére, hogy a hémérsékletemelés névelte a mért ki értékeket. A ki értékének
névekedése ~5,2-szeres volt a P; nélklli 15 °C-on elvégzett mérések adataihoz
képest. A human preparatumokon 25 °C-on 10 mM P; jelenlétében mért ki max €rték
7,034#0,32 s'-nak bizonyult. Ezen koérilmények kodzétt (25 °C, 10 mM P))
megvizsgalva a ki esetleges SL fliggését (1,9 és 2,3 um-es nyugalmi
rosthosszusag), tovabbra sem talaltunk szignifikans kilénbséget a ki értékekben a
két csoport koz6tt (9C. abra).
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9. abra. Relativ pCa-er6 (A), normalizalt pCa-er6 (B) és pCa-k, Osszefiiggések human
szivizomsejt preparatumokban, 1,9 és 2,3 um SL esetén, 10 mM P; jelenlétében és 25 °C
kisérleti hémérséklet mellett. Az dbra A panelén a submaximalis aktivaciokat a maximalis
erbértékekhez normalizéltuk, hogy bemutassuk a h6mérsékletemelés potencirozé hatdsat a P; altal
medialt F, csbkkentésre. A submaximalis erbket a sajat maximumukkal normalizalva, 25 C-on és P;
jelenlétében is megtartottnak taldltuk a pCa-er6 gdrbéket mindkét SL esetében (B). Az abra C
panelén a k, értékeket abszolut értékekben fejeztik ki, és bemutattuk a magasabb kisérleti
hémérseklet P; potencirozo hatasat az aktin-miozin ciklus sebességére. A pontokkal és egybefiiggd
vonallal jelélt gbrbék (A és C panel) az eredeti (P; hatas nélkil mért) értékeket szemlélteti. Az SL
valtoztatasa a magasabb hémérsékleten (P; jelenlétében) sem befolyasolta a k, értékeket egyik
fajpan sem. Mintaszam, n=12.
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10. abra. A ky-normalizalt eréviszonyok SL fiiggése human (A), egér (B) és sertés (C) miocitak
esetében. (Az adatok a 7. és 8. abrabdl szarmaznak.) Az adatok mindig hozzatartozé SL F, értékre
normalizalva keriiltek feltiintetésre. Az (res jelek a révidebb 1,9 um SL esetén mért adatokat, a fekete
Jelek a nagyobb 2,3 um SL mellett mért adatokat mutatjak. A karikak a 10 mM anorganikus foszfat (P;)
hianyaban regisztralt paraméterek a négyzetek a P-tal kezelt kisérleti prepardtumok adatai.
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Annak érdekében, hogy részleteiben megismerhessik a ki értékének faj-,
illetve Pi-fliggését olyan abrat szerkesztettlink, amelyben a ky-t az Fo-ra normalizalt
er6 fuggvényeében abrazoltuk (15 °C, mindharom speciesben, 10. abra).

A ki minden fajban nem-linearis médon névekedett az er6 fliggvényében, az
Fo-nal mért maximumig. Révidebb SL (1,9 um) mellett, a ky a submaximalis Ca*
koncentraciok alkalmazasa esetén (minden kisérleti korilmény kdzott) valamelyest
tendencidjaban nagyobb értéket adott (10. abra). Kordbban hasonlé megfigyeléseket
tettek patkany trabekuldk vizsgalata kapcsan is (30). Ez a submaximalis
eréviszonyokban tapasztalt ki névekedés vélhetéen annak tudhaté be, hogy a
révidebb SL (1,9 um) esetében nagyobb koncentraciéji Ca®*-ra van sziikség ahhoz,
hogy ugyanazt az erészintet elérjik. Normal kérilmények kdzétt (P; hianyaban), 2,3
um SL mellett, az er6 megduplazasahoz (fél-maximalis erétél az F,-ig) a ki értéknek
emberben ~1,7-szeresre, egérben ~2,2-szeresre, sertésben ~2,4-szeresre kellett
névekednie. A 10 mM P; alkalmazasa feljebb tolta a ky-eré dsszefliggéseket, de nem

valtoztatta meg a gorbék jellemzd lefutasat.
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4.2. A miofibrillaris kontraktilis funkcio valtozdsa az id6 fliggvényében dilatativ

kardiomiopatias allatmodellen (Tgoaq*44)

A Gy a G proteinek csaladjaba tartozé fehérje, amelynek kronikus aktivacioja
a szivizomban patologias folyamatokat indit el. A Guqa szivizomban a foszfolipdz CB
aktivacidbhoz kotoétt, mely reakcié soran inozitol triszfoszfat és diacilglicerol
keletkezik. A diacilglicerol, mint masodlagos intracellularis hirvivé, a protein kinaz C
(PKC) legfontosabb fiziologias aktivatora. A PKC fehérje csalad aktivacioja medialja
a miokardiumban azokat a szignalokat (endotelin, angiotenzin II, noradrenalin és
egyeb a-adrenerg agonistak), amelyek hosszutdvon bal kamra hipertréfiahoz, majd
szivelégtelenséghez vezetnek (1, 2). Mindezek alapjan a krénikus aktivacio a
szivizomban intracellularis fehérje foszforilacids és expresszids folyamatokat indit el,
amelyek hozzajarulnak a hipertréfia és a szivelégtelenség kialakulasahoz. A
hipertrofia kapcsan kialakuld, a miofibrillaris fehérjék szerkezetét és funkciojat érintd
strukturdlis valtozasokrél viszonylag kevés adat all rendelkezésre. Kuléndsen
szegényes a bal kamra remodellacid, a hipertréfia és a szivelégtelenség idébeli
kialakulasanak a jellemzése.

A Tgaqg*44 transzgénikus egértorzs jellegzetessége a Gqq fehérje folyamatos
foloslegben t6rténd szintézise (overexpresszidja). Ennek megfeleléen a
transzgénikus allatokban, id6sebb korukban dilatativ kardiomiopatia (DCM) fejlédik
ki, melynek talajan az egerek sulyos kongesztiv szivelégtelenséget kapnak (31-33).
A betegség progresszidja lassu, ami lehetévé teszi a kilénbdz6 szignalizacios
folyamatokban és a miofibrillaris kontraktilis strukturaban/funkciéban bekdvetkezé
valtozasok id6beli kévetését. Vizsgalataink soran els6sorban a mechanikus
funkciora és az ezzel kapcsolatos miofibrillaris strukturalis eltérésekre fékuszaltunk.
Az allattérzzsel kapcsolatos egyéb adatokat és az alkalmazott technikat (mechanikai
funkcié mérése, biokémiai vizsgalatok) a metodikai részben részletesen ismertettik.

A 2. tabldzat a vad tipusu FVB és a Tgoq*44 transzgén allatok kardialis
morfolégiai paramétereit mutatja az idé fliggvényében (4, 10, 14 és 28 hoénap). Jol
lathatd a DCM kialakulasa - a szivsuly, bal kamrasuly, a szivsuly/testsuly és a bal
kamrasuly/testsuly hanyadosok ndvekedése - a Tgaq*44 egerekben a 14. hénapot
kovetéen. Az FVB egerekben ugyanezen idészakban nem tértént szignifikdns

valtozds a morfologiai kardioldgiai paraméterekben. A DCM kialakulasa névelte a
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Tgaq*44 egerek mortalitasat és a tulélési gérbe a 13-14. honaptdl jellegzetesen

elvalt az FVB torzs értékeitdl (11. abra).
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11. abra. Az FVB és a Tgaq*44 egértorzsek kumulativ tulélési adatai. Az adatok a két térzs
szazalékos tulélését mutatjak 20 honapos életkorig. A két gérbe erésen szignifikansan (P<0,001; log-

rank teszt) eltér egymastol
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2. Tablazat. DCM kialakulasa a Tgaq*44 egerekben

FVB FVB FVB FVB Tgaq*44 Tgaq*44 Tgaq*44 Tgaq*44

(n=19) (n=16) (n=14) (n=5) n=19 (n=14) (n=19) (n=6)
Eletkor (hénap) 4 10 14 18 4 10 14 18
Testsuly (g) 25,240,8 28,940,8 29,8+1,0 32,3+1,3 25,610,5 28,310,8 29,0+0,9  26,9+0,9"
Szivsuly (mg) 109,842,3 121,4+23 1242+25 1221+2,6 1157+1,9 131,546,3 168,6+4,7% 190,5+6,4'
Bal kamrasuly 98,2+1,9 107,1x2,2 111,321 107,8+1,1 102,241,9 102,3+3,5 124,7+4,7% 126,3+4,6"
(mg)
Szivsuly/testsuly 4,4+0,1 4,2+0,1 3,810,4 3,8%0,1 4,2+0,3 4,7+0,2* 5,4+0,3" 7,1+0,41
(mg/g)
Bal 3,910,1 3,710,1 3,6+0,1 3,4+0,1 3,6%0,3 3,6+0,1 3,9+0,3 4,7+0,3"

kamra/testsuly

(mg/g)

Atlag+SEM. *P<0,05 a 10 hénapos FVB értékéhez képest. *P<0,05 a 14 hénapos FVB értékeihez képest. TP<0,05 a 18 hénapos
FVB értékeihez képest.
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3. Tablazat. Normal kontroll allatok (FVB) és a transzgén modell (Tgaq*44) kardiomiocita mechanikajanak valtozdsa az id6 fiiggvényében,
2,3 um-os nyugalmi SL mellett

FVB FVB FVB FVB Tgag*44  Tgaq*44  Tgaq*44  Tgaq44

n=6-9 n=6-8 n=8-9 n=10 n=7-10 n=8-10 n=7-9 n=11
Eletkor (honap) 4 10 14 18 4 10 14 18
Fo (kN/m?) 34,9+7,1 38,4+6,8 39,5+8,9 40,3+6,2 41,7+6,1 37,2+£3,5 41,7464  255+2,5"
Fpassive (kN/m?) 5,7+0,9 5,8+1,7 6,1+1,2 5,9+1,3 8,5+1,4 8,8+1,6 7,6+1,8 9,9+1,1*
pCa50 6,29+0,02 6,30+0,02 6,27+0,01 6,25+0,02 6,33+0,02 6,34+0,02 6,42+0,02* 6,39+0,01%
nHill 1,94+0,14 1,69+0,07 2,25+0,11 1,87+0,07 1,580,177 1,54+0,07 1,73%0,10* 1,72+0,12
Kir,max (1/8) 7,5£0,5 7,3%0,5 7,2%0,6 9,1+0,3 7,80,3 6,2+0,6 6,6+0,2 5,4+0.2"

Atlag+SEM. *P<0,05 a 14 hénapos FVB értékeihez képest. *P<0,05 a 18 hénapos FVB értékeihez képest.
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12. dbra. A maximalis Ca** aktivélt er6 (F,) és a passziv eré (Fpassziy) valtozdsa a két
allattérzsben (FVB és Tgaq*44) az életkor fiiggvényében. Az abra felsé része a 18 hénapos FVB
(A) és a 18 hénapos Tgoaq*44 (B) allatokbdl szarmazé kardiomiocitak reprezentativ eré valaszat
illusztralja. A szaggatott vonal a 2,3 um nyugalmi rosthosszisag mellett, a folyamatos vonal pedig az
1,9 um nyugalmi rosthossziusdg mellett kapott valaszt mutatja. A fényképek a kardiomiocitakat
illusztraljak a két kiilbnb6z6 szarkomerhosszon (1,9 um és 2,3 um). A nyitott és fekete oszlopok az F,
€s Fpassziy Valtozasat mutatjak az id6 fliggvényében a Tgaq*44 (C és D), lletve az FVB (E és F)
allatokban. Az FVB t6rzs adataiban (F, és Fpass2i,) @z id6 fliggvényében nem észleltiink szignifikans
véltozast. *P<0,05 a 14 hénapos Tgaq*44 adataihoz képest. "P<0,05 a 18 hénapos FVB egerek
értékéhez képest.
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Permeabilizalt, izolalt kardiomiocitakon (FVB és Tgoq*44) - az id6
flggvényében és kuldnb6z6 nyugalmi rosthosszusag mellett (1,9 um és 2,3 um) -
részletesen megvizsgaltuk a maximalis Ca®* aktivalt erét (Fo), a passziv erét (Fpassziv)
és az er6 uUjraképzédés maximalis sebességét (kimax), ami jol jellemzi az aktin-
miozin ciklus sebességét (3. tablazat, 12. dbra). A Frank-Starlin-térvénynek és sajat
korabbi vizsgélatainknak (34) megfeleléen a nyugalmi rosthosszusag ndvelése (1,9
um-r8l 2,83 um-re) szignifikdnsan noévelte az F, €s Fpassziv eréket mindkeét
allattérzsben. A Tgog*44 transzgenikus éallatokban az F, a 14 honapos kor utan
hirtelen csékkent (mind az 1,9 um-es, mind a 2,3 um-es nyugalmi SL-nal) és a 18.
hénapos csoportban szignifikdnsan alacsonyabb volt (~60%-0s cs6kkenés), mint az
FVB allatok barmely korcsoportja, vagy a Tgaq*44 allatok 4, 10 és 14 hdnapos
csoportjainak a kdzépeértéke. Az Fpassziv €rtéke a 18 honapos Tgag*44 egerekben
szintén jellegzetesen megvaltozott. Mért 2,3 um-es SL mellett, egy erételjes
szignifikans névekedést észleltiink, a korabbi idépontokhoz értékéhez vagy az FVB
allatok barmely idépontjanak értékéhez képest (3. tablazat, 12. abra).

A miofilamentumok Ca®*-érzékenységének vizsgalatdhoz mindkét allattdrzs
kardiomiocitait a révid és hossz( SL-nal (1,9 um és 2,3 um) kiilénbdz6 Ca?*
koncentraciokkal aktivaltuk. Az adatokat minden esetben a hozzatartozé F, értékre
normalizaltuk, majd dbrazoltuk a pCa-er6 6sszefliggéseket. A 13. abran jol lathato,
hogy a hosszabb SL (2,3 um) alkalmazasa minden idépontban balra tolta a pCa-eré
Osszefiiggéseket, mind az FVB, mind a Tgaqg*44 &llatokban (azaz nbévekedett a
miofilamentumok Ca?*-érzékenysége). A pCasy balratolédasanak mértéke mindkét
allatcsoportban ~0,11 pCa egység volt. A 4, illetve a 10 hetes FVB és Tgoq*44
allatokbdl szarmazo6 kardiomiocitak esetében a pCasy értékek (hasonlé nyugalmi
rosthosszusag mellett) nem kilénbdztek szignifikansan egymastoél. Ugyanakkor a 14
hénapos, illetve 18 hénapos életkorban mindkét SL (1,9 um és 2,3 um) alkalmazasa
mellett, a Tgaqgq*44 allatok pCa-er6 goérbéi szignifikansan balra tolédtak az FVB
g6rbékhez képest (13. abra). Mas szavakkal a DCM kialakulasaval 6sszhangban a
Tgoqg*44 allatokban fokozédott a miofilamentumok Ca®*-érzékenysége a kontroll
(FVB) allatok értekeihez képest. A 18 hdnapos allatok kardiomiocitdinak a pCa
értékei a kdvetkezdk voltak: FVB SL 2,3 um-nél 6,25+0,01; Tgaq*44 SL 2,3 um-nél
6,38+0,01; illetve FVB SL 1,9 um-nél 6,131£0,02; Tgaq*44 SL 1,9 um-nél 6,24+0,01.
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13. adbra. A kiilonb6z6 életkorui FVB és Tgaq*44 4llatok kardiomiocitdainak pCa-eré
osszefliggései (kiilonb6z6 SL értékek mellett). Az A, B, C és D panelek mindkét alattérzs 4, 10, 14
és 18 hénapos értékeit mutatjak. A szubmaximalis Ca’* mellett mért eréket normalizéltuk a megfelels
F, értékkel. Valamennyi életkorban és allattdérzsben jol lathaté a magasabb SL értéken (2,3 um) a
g6rbe balra toléddsa. A 4 és 10 hdnapos életkorban (A és B) nem volt szignifikans kilénbség az FVB
és Tgaq*44 allatok kardiomiocitainak pCa-eré dsszefliggései kdzétt. Ugyanakkor 14 és 18 hdénapos
korban (C és D) a Tgaq*44 allatok kardiomiocitdinak pCa-eré dsszefliggései mindkét SL hossz (1,9
um és 2,3 um) mellett szignifikdnsan balra tolddtak (magasabb Ca’*-érzékenységet mutattak). A
szimbdlumok az atlag+SEM értékeket mutatjak.

A miofilamentumok Ca®*-érzékenységét elsésorban a miofibrillaris fehérjék
(troponin 1) foszforilaltsaga szabalyozza. B-adrenerg stimuldlas (izoproterenol)
hatasara a troponin | gyors foszforilaciojat kdvetéen egyértelmien jobbra tolédik a
szivizom pCa-eré gorbéje (csdkken a Ca®*-érzékenység) (1, 2), ami gyorsitja a
relaxacié sebességét (pozitiv luzitrop hatas). Ugyanakkor patologias kdrilmények

k6z6tt ennek a folyamatnak a forditottjat is leirtak. Kronikus szivelégtelenségben,
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valészinlleg kompenzatorikus modon, fokozédik a miofilamentumok Ca*'-
érzékenysége, amit elsésorban a troponin | bazdlis foszforilacidjanak a csdkkenése
okoz (35). Mindezen adatok alapjan, kisérleti rendszertinkben megvizsgaltuk, hogy a
Tgoqg*44 allatok kardiomiocitainak megndvekedett Ca**-érzékenységét nem a
troponin | PKA-fligg6 bazdlis foszforilaltsagi allapotdnak a valtozasa okozza-e.
Ebben a kisérleti sorozatunkban a kardiomiocitakat ATP jelenlétében 40 percig
inkubaltuk nagy aktivitdsi PKA Kkatalitikus alegységgel (lasd metodikai részt).
Eredményeink szerint (14. dbra) 10 hdénapos korban a PKA katalitikus alegységgel
vald inkubalas nem befolyasolta szignikdnsan sem FVB, sem Tgoq*44 allatokbdl
szarmazé kardiomiocitak Ca?*-érzékenységét (nem valtozott szignifikansan a pCa-er
gbrbék lefutdsa). Ugyanakkor a 14 hénapos korban a Tgaq*44 allatokbdl szarmazo
kardiomiocitdak pCa-er6 goérbéje mar szignifikdns balra tolédast mutatott az FVB
allatok goérbéjéhez képest (13. abra). A 14 hénapos Tgoq*44 Aallatok
kardiomiocitainak ezen ndvekedett Ca?*-érzékenységét sziintette meg a katalitikus
alegyseéggel tortend inkubalas (szignifikansan ~0,15 pCa értékkel jobbra tolodott a
pCa-erd Osszeflggés). A katalitikus alegységgel tortént inkubalast kdvetéen mar
nem volt szignifikans eltérés az FVB és a Tgaq*44 allatok kardiomiocitainak Ca®*-
érzékenysége kdzott (14. abra).

Erdekes moédon a PKA Kkatalitikus alegységgel torténd inkubalas
hatékonysaga (megsziintette a Tgoq*44 allatok kardiomiocitainak fokozott Ca®*-
erzékenységét) felvetette a B-adrenerg-PKA rendszer szerepének jelentéségét a
Tgaq*44 egerek szivelégtelenségének kialakulasaban. Ez azért meglepd, mivel a
transzgénikus Aallatokban a G.q alegység feleslegben t6rténé szintetizalasa
(overexpresszid) elsésorban a PKC csaléd kronikus aktivaciojat okozza, tehat inkabb
err6l az oldalrél vartuk a foszforilaciés valtozasok kialakulasat. Ahhoz hogy a
transzgénikus allatmodellben tovabbi adatokat kapjunk a B-adrenerg, PKA rendszer
szerepérél, megvizsgaltuk: 1) a PKA aktivitdsdnak, és 2) a troponin | PKA-fliggd
bazalis foszforilaltsaganak életkorfliggését mind Tgoqg*44, mind az FVB allatok

miokardiumaban (15. és 16. 4brak)
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14. abra. A 10 (A) és 14 (B) honapos FVB és Tgaq*44 allatok kardiomiocitdinak pCa-eré
osszefuggesel 2,3 um-es SL ertek mellett, a PKA katalitikus alegységgel torténé inkubdlas
el6tt és utdn. A szubmaximélis Ca®* mellett mért er6ket normalizéltuk a megfelelé F, értékkel. A 10
hénapos életkorban (A) még nem volt szignifikans kilénbség az FVB és Tgaq*44 allatok
kardiomiocitainak pCa-er6 Osszefliggései k6z6tt. Ugyanakkor 14 hdnapos korban (B) a katalitikus
alegységgel térténé inkubalas elbtt a Tgaq*44 allatok kardiomiocitainak pCa-er6 Gsszefliggése
szignifikdnsan balra tolédott (magasabb Ca’*-érzékenységet mutatott). A katalitikus alegységgel
térténé inkubalas hatasara a Tgaq*44 allatok pCa-er6 Osszefliggése jobbra tolédott és mar nem
kiilénbézott szignifikansan az FVB csoport gérbéjetél. Mas szavakkal a katalitikus a/egyseg
alkalmazdsa megsziintette a szignifikidns kilonbséget a két &llatcsoport kardiomiocitdinak Ca®*-
érzékenysége kozétt. A szimbdlumok az atlag+SEM értékeket mutatjak.
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15. dbra. Az endogén PKA aktivitas valtozdsa az FVB és Tgaq*44 &dllatok miokardiumanak
citoszol frakcidjaban az id6 fiiggvényeben. A Tgoaq*44 allatokban jol lathatd a PKA aktivitas
csokkenése, ami idében egybeesik a miofilamentumok Ca®*-érzékenységének a novekedésével. A
szimbolumok az atlag+SEM értékeket mutatjak. *P<0,05 az FVB értékeihez, vagy a Tgaq*44 térzs 4,
10 és 14 hénapos értékeihez képest.

A miokardialis PKA aktivitasok vizsgalata soran csak a citoszdél frakcidéban
kaptunk érdemleges aktivitast (lasd metodikai fejezet). A citoszdl aktivitds a Tgaqg*44
allatokban fokozatosan csdkkent az id6 fliggvényében. A 18 honapos éllatokban a
csokkenés mar szignifikdnsnak bizonyult a Tgaq*44 allatok kordbbi (4, 10, 14 honap)
idépontjaihoz, vagy az FVB éllatok értékeihez képest. Az PKA aktivitds csdkkenése
tehat Osszhangban 4&lt a Tgoag*44 4llatok kardiomiocita Ca®*-érzékenység
névekedésével.

A troponin | PKA-figgd utofoszforilaciojanak eredményeit a 16. abra
szemlélteti. J&I lathatd, hogy a Tgaq*44 allatokban, az id6 fliggvényében erdsen
szignifikansan ndvekedett (4 hénapos allat 33+1, 18 hdénapos allat 72+11 AU) a
troponin | utofoszforilacioja. Az utéfoszforilacié ndvekedése azt jelzi, hogy a bazalis
troponin | foszforilaciéo szignifikdnsan csdkkent a DCM kialakuldsa soran (18

hénapos Tgaqg*44 allatok), ami 6sszhangban van: 1) a PKA aktivitAsmérésekkel, és
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2) a miofilamentumok Ca®*-érzékenységének a ndévekedésével. Az FVB allatokban

az id6 fuggvenyében nem valtozott szignifikdnsan a troponin | utéfoszforilacié (16.

abra).
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16. abra. A PKA-fliggé troponin | utéfoszforilacié alakulasa az FVB és Tgoq*44 allatokbdl
preparalt permeabilizalt kardiomiocitakban (miofibrillum) az idé fliggvényében. Az dbra felsé
részén a fényképek az utéfoszforilacio alakulasat illusztraljak idépontonként 3-3 FVB és Tgaq*44 allat
preparatumat hasznélva. Az eredmények optikai denzitas egységekben (arbitrary unit — AU) Kkerlltek
bemutatasra. A szimbdlumok az atlagtSEM értékeket mutatjak. *P<0,05 az FVB értékeihez, vagy a
Tgaq*44 térzs 4 és 10 hdnapos értékeihez képest.
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Kardiomiocita preparatumaink lehetévé tették annak vizsgalatat, hogy a DCM
kifejlédése soran a Tgog*44 Aallatokban észlelt valtozasok (Ca®* aktivalt erd
csdkkenése, Ca?*-érzékenység ndvekedése) dsszefliggésben vannak-e az aktin-
miozin ciklus esetleges valtozasaval. Ennek a kérdésnek a tanulményozasara
kOlénb6z6 nyugalmi  rosthosszusag mellett, mindkét allattérzsben az id6
fliggvényében megvizsgaltuk a Ca®* aktivalt erd jraképzédésének sebességét (ki —
lasd a metodikai fejezetet), ami jél jellemzi az aktin-miozin ciklus sebességét (17.
abra). Eredményeink alapjan, mindkét allattérzsben egyértelmien igazolni lehetett a
ky Ca®* fliggését, azaz magasabb Ca®* koncentracié mellett a ky magasabb értéket
adott. Ugyanakkor, a normal human, sertés és egér sziveken korabban elvégzett
vizsgalatainkhoz (34) hasonléan a k; éertékét a nyugalmi SL nem befolyasolta
(figgetlendl a Ca®* koncentraciétol, életkortdl, egértdrzstdl és a DCM kialakulasatol).

A ki abszolut értékek vizsgalata soran a 4, 10 és 14 hénapos életkorban nem
taldltunk szignifikans kilénbséget a két egércsoport (FVB és Tgaq*44) kézott (17.
abra). Ugyanakkor 18 hodnapos életkorban a Tgoqg*44 csoportbdl szarmazo
kardiomiocitak kymax €rtéke (pCa 4,75-nél mérve) szignifikdnsan alacsonyabb volt
(5,39£0,19 1/sec), mint a 18 hénapos FVB érték (9,14+0,27 1/sec). Feltételeztik,
hogy ebben az életkorban (18 hénap) a DCM kifejlédésével parhuzamosan a miozin
izoenzimek (o- és B-MHC) expressziojaban kialakuldé kulonbségek lehetnek a
felelések az eltérd aktin-miozin sebességért. Ezért mind az FVB, mind a Tgoq*44
allatok szivizmaban az id6 flggvényében megvizsgaltuk a MHC (o és B)
expressziojat (18. abra). Varakozasainknak megfeleléen az FVB allatban nem
valtozott az expresszios profil, a gyors a-MHC abszolut dominanciaja a teljes 18
hénapos utankdvetés soran bizonyithaté volt. Ugyanakkor a Tgoq*44 allatok
miofibrillumaban az életkor elérehaladasaval fokozatosan névekedett a lassu B-MHC
részardnya (18. &bra). A ndvekedés a 18. hdnapban elérte a 51+3%-ot és

szignifikansnak bizonyult a 4 és 10 hénapos értékekhez képest.
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17. abra. pCa-k, Osszefliggések FVB és Tgaq*44 allatokbol preparalt permeabilizalt
kardiomiocitakban (kiilénb6z6 SL értekek mellett) az id6 fliiggvenyében. A méréseket mind 4 (A),
10 (B), 14 (C) és 18 honapos (D) korban elvégeztiik. A ki értékeket a nyugalmi rosthosszusag nem
befolyasolta (fliggetlenil a Ca** koncentrécictdl, életkortol, egeértérzstél és a DCM kialakulasatol). A
14 hdnapos korig (A, B és C abrak) nem kiilbnbdztek egymastol az FVB és Tgaq*44 allatok pCa-ki
Osszefliggései. Ugyanakkor a 18 hdnapos allatok eseteben a Tgoq*44 csoport szignifikansan
alacsonyabb k;, értéket mutatott valamennyi mért Ca®* koncentracié esetében az FVB értékeihez
képest (lefelé csuszott a pCa-k, 6sszefiiggés). A szimbdlumok az atlag+tSEM értékeket mutatjak.
*P<0,05 az FVB hasonlo értékeihez képest.
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18. dbra. Az MHC izoformak expresszidja a Tgaq*44 allatok miofibrillumaban az id6
fiiggvényében. Az abra fels6 részén a fényképek az a és [ MHC expressziojat illusztraljak,
idépontonként 2 Tgaq*44 allat preparatumat hasznalva. A szimbdlumok az atlagtSEM értékeket
mutatjak (n=3-5). *P<0,05 a 4 hénapos és a 10 hénapos értékekhez képest.
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5. Megbeszélés

5.1. A szarkomerhossz véltoztatdsanak hatasa a kontraktilis eré
Ca®*-érzékenységére és az aktin-miozin ciklus sebességére kiildnbdzd
speciesekben

Eredményeink szerint az aktin-miozin ciklus sebessége (ki) Szorosan
Osszefligg a vizsgalt fajjal, a hémérséklettel (human szivizomsejtek), az alkalmazott
Ca®* [Ca®'] és foszfat koncentraciéval [P, de fliggetlennek bizonyult az SL-tdl.
Eredményeink igazoltdk tovabba, hogy valamennyi faj (human, egér és sertés)
kardiomiocitdiban a nyugalmi SL fliggvényében, tendencigjaban hasonlé mddon
valtozik a Ca®*-aktivalt eréképzodés, a Ca**-érzékenység fokozddasa, a hattérben
mUkéddé mas-mas aktin-miozin cikluskinetika (ki) ellenére. Ugyanakkor a relativ ki
értékek Ca”™ fliggésége is tendencidjaban hasonlénak bizonyult mindharom faj
esetében. Mindent egybevéve, adataink azt sugalljak, hogy emlds szivekben
hasonl6 karakterisztikak jellemzéek a pCa-er6 és pCa-ki 6sszefliggésekre, azonban
az SL valtozasat nem kiséri a ki érték modulacidja.

Korabbi vizsgalatok eredményei szerint (36) kis emlésékben (egér, patkany) a
kardiomiocitdk gyors aktin-miozin kinetikajat elsésorban a fajspecifikus MHC
Osszetétele (a gyors a-MHC izoforma nagyobb expresszidja a lassu B-MHC-vel
szemben) szabja meg. Nagyobb testli eml&sok (sertés, ember) esetében, a B-MHC
tulsuly lassubb kinetikat (ky) eredményez. Ugyanakkor adataink szerint az MHC
expresszid (a- vagy B) tendencidjadban nem befolyasolta az SL-fliggd Ca?'-
érzékenyitést. Ezért a kronikus szivelégtelenség kapcsan kialakulé relativ f-MHC
izoforma tdlstlytdl (14) nem varhaté az SL fliggé Ca®"-érzékenyités valtozasa.
Tovabb4, eredményeink azt sugalljak, hogy emlés szivekben a kontraktilis proteinek
fajfiiggd eltérései sem moduldljak az SL fiilggd Ca®*-érzékenyitést.

A P; csOkkenti a MgATP hidroliziséhez szikséges szabad energiat (a
tdbmeghatés elve alapjan lassitja a P; hidrolizisét a miozin fejrél) és ezaltal csdkkenti
az er6general6 fazisban résztvevd keresztkdtések szamat (Iasd 3. abra) (27, 28, 37).
P; jelenlétében az F, és pCasy értekek valtozasai is valdszinlleg a megvaltozott
aktin-miozin ciklusnak (csdkken a nyitott allapotban |évé keresztkdtések szama)
tudhatok be (26, 38). Adataink azt mutatjak, hogy a P; fajtol és SL-t6l fliggetlendl
csokkentette a preparatumok altal generalt erét, és mérsékelten jobbra tolta a pCa-

eré oOsszefliggéseket. A P; minden vizsgalt fajpan hasonlé mdédon befolyasolta a
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keresztkotési kinetikat, ezért hatdsa az aktin-miozin ciklusra konzervativnak
mondhat6. A P; hatasara észlelt aktin-miozin ciklussebesség (ki) ndvekedése
6sszhangban van az ismert irodalmi adatokkal (28, 29). Egerekben P; hatasara a ki
nagyobb foku ndvekedését tapasztaltuk, mint sertés vagy human mintak esetében.
Human miocitdkban a mért k; értékek tovabb emelkedtek, amikor a Pi-t tartalmazé
rendszer hdmérsékletét 25 °C-ra emeltiik. Mindennek ellenére barmely adott [Ca®*]-
nal, és Py-nél a ki értéke egyik vizsgalt fajpan sem flggétt a nyugalmi
szarkomerhosszusagtél. Nyul soleus és psoas miofibrillumok vizsgalata soran azt
talaltak, hogy a magasabb hémérséklet csdkkentette a Pi F, értékét befolyasolo
hatasat (28). Sajat human adataink ennek az ellenkezéjét mutattak, mivel a kisérleti
hémérséklet potencirozta a P; Fo-ra gyakorolt hatasat. Egér szivizomsejtek
vizsgalata soran mas szerzék is hasonld kdvetkeztetésekre jutottak (29).

Az SlL-fliggd Ca**-érzékenyités molekularis mechanizmusa még nem
tekinthetd tisztazottnak, de valdszinisithetd hogy a kovetkezd tényezdknek van
kiemelt szerepik: 1) az SL megnyujtasa, ndveli az er6generdld keresztkétések
szamat (30, 39-41), és 2) ndveli a troponin C affinitasat a Ca®* iranyaban (42, 43).
Az, hogy a két mechanizmus koordinaciéja hogyan torténik, és melyik folyamat
milyen mértékben befolyasolja az aktin-miozin ciklust, jelenleg nagyrészt még
ismeretlen. Elméleti megfontolasok arra utalnak, hogy az er6égenerald
keresztkdtések kooperativ er6sddése lassitand az aktin-miozin ciklussebességet
(44), mig a troponin C-hez koététt Ca®* novekedése gyorsitana ugyanezt a
paramétert (41, 45, 46). Eredményeink azt mutattak, hogy adott [Ca**] esetén a ki
allandé maradt az SL valtozds hatasara létrejott er6bndvekedés ellenére. Mas
szavakkal fogalmazva mindharom vizsgalt fajoan a [Ca®‘], a P; (human mintak
esetén a hémérséklet) valtoztatasa ellenére sem sikertilt elktldniteni egymastol a két
lehetséges elméleti allapot (SL-figgéd moédon nem gyorsult és nem is lassult a ki).
Elméletileg lehetséges, hogy a két folyamat (a kooperativ erdk lassitanak, a Ca®*
affinitas névekedése gyorsitana a ky-t) minden kisérleti kdrilmény kdzo6tt pontosan
kiegyenliti egymast (ezért nem valtozik). Osszességében ugyanakkor a nagyszamu
kisérleti feltételekbdl kiindulva, ez a lehetéség eléggé valdszeritlen. Sokkal

valészintbb, hogy a [Ca]

(és nem a SL) a f6 meghatarozéja emlés szivekben a ki
értékének. Eredményeink is inkabb azt az elképzelést tamogatjak, amely szerint a
troponin C Ca®* affinitisa nem szabalyozza kdzvetlenill azokat a keresztkétési

|épéseket, amelyek a ki szempontjabdl meghatarozéak (30). Adataink és
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eredményeink a vékony filamentum aktivacido harom-fazisu modelljét tamogatjak (3.
abra). Ezen modell szerint Ca®* jelenlétében SL-fliggé modon kialakulhat a zéart
allapot (gyenge keresztkGtések). Magasabb nyugalmi rosthosszisag mellett
kdzelebb kerlinek egymashoz a vekony és vastag filamentumok és konstans
sebesség mellett, ndvekszik a gyenge keresztkdtések kialakulasanak valdszinlisége
(azaz ndvekszik a Ca®*-érzékenység). Az erdgeneralasra (nyitott allapotba torténd
atmenetre) az SL-nek valészinidleg nincs hatdsa. Eredményeink jol korreldlnak a
harom-fazisu elméleti modellel (47, 48), mert az helyt ad a kontraktilis er6 SL-fliggé
ndvekedésére a keresztkotési kinetika lathato valtoztatasa nélkal.

A tanulmanyunk limitacioi: vizsgélataink soran a keresztmetszetre normalizalt
abszolut er6meghatdrozast neheziti az a tény, hogy preparatumaink fliggdleges
atmérgjét a preparatumok alsd és felsé felszinére valé fokuszalassal hataroztuk
meg. A vizsgalati berendezésiink azé6ta kiegészult egy Ujabb, a mar meglévd optikai
eszkbzokre merbleges szdget bezaro tikorrendszerrel, ami a jovOben a preparatum
vastagsag pontos mérését teszi lehetévé. Tovabba a miokardiumon beliili regionalis
illetve egy-egy sejtre vonatkozd kulonbségek is befolyasolhattdk kapott
eredményeinket (24, 49). A human és sertés szivekben mért ki eredményeink
dsszecsengenek a kordbbi irodalmi adatokkal (9, 17, 23). Az egérben mért ki
értékeink is hasonléak a mas szerz6k altal izolalt szivizomsejtekben (50), izolalt egér
miofibrillumokban (29) és patkany kardiomiocitdkban (51) mért értékekhez.
Ugyanakkor a széveti (tdbbsejtes) preparatumokban a ki értéke hozzavetblegesen
dupldja (283, 52, 53, 38, 36) a kardiomiocitdkban vagy miofibrillumaiban (50, 29, 51)
mérhet6 értéknek. Valdszinli, hogy részben a Kkisérleti hdmeérséklet eltérése
okozhatta ezen eltéréseket, mivel 15 °C-on a tébbsejtes preparatumokban is a Ky max
értékei 9 s (40, 46) és 12 s (30) kdzdtt valtoztak. Még ha elfogadjuk, hogy
preparatumaink (az alkalmazott technika és a hémérséklet miatt) kissé alacsonyabb
ky eértékeket mutathattak, akkor is - mivel valamennyi kardiomiocitat hasonld
kéridlmények kozoétt vizsgaltunk - az esetleges eltérések nem befolydsolnak 6
konkluziénkat, miszerint a ki érték fliggetlen az SL-tél.

Az alapvet6 megfigyelésink, hogy a ki fuggetlen az SL-t6l patkany szivekben
mar részben leirasra kerult (30). Mi kiterjesztettiik ezt a megfigyelést human, egér és
sertés miokardiumra. Kisérleti eredményeink, miszerint a [P], a [Ca®'], a
hémérséklet és a faji adottsagok szabalyozzak a ki értéket (mig az SL valtoztatasa

nem), azt igazoljak, hogy az aktin-miozin kinetikai véltozdsa nem el6feltétele a
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szivizomban a hossz-fliggé Ca®*-érzékenyitésnek. Ezért a Frank-Starling-
mechanizmus  kialakuldsanak  molekularis magyarazataul sokkal inkabb
szolgalhatnak azon modellek, melyek az aktin-miozin keresztkdtések szamanak

modul&cidjaval valtozatlan keresztkétési ciklus-kinetika mellett szamolnak.

5.2. A miofibrillaris kontraktilis funkcié valtozasa az idd flggvényében dilatativ

kardiomiopatias allatmodellen (Tgaq*44)

Eredményeink szerint a Tgaq*44 transzgénikus allatokban a miofilamentumok
Ca?*-érzékenységének ndvekedése (14. hénap) megeldzte a maximalis Ca®*-aktivalt
eré csdkkenését (F,), ami csak a 18. hénapban alakult ki. A DCM kialakulasa soran
a 14. hénapban, a balra tolt pCa-er6 6sszefliggésen kivil még nem lehetett egyéb, a
kontraktilis funkciot jellemzé patoldgias eltérést (valtozasok a ki és F, értékekben)
észlelni. Tehat a miofilamentumok csdkkent kontraktilis funkciéjat megeldzte a Ca?*-
érzékenység fokozodasanak kialakuldsa, amit eredményeink szerint elsésorban a
PKA aktivitas és a troponin | bazalis foszforilaciojanak a csdkkenése okozott
(csbkkent B-adrenerg valasz). Az egérmodellek eltérd hemodinamikai mikddése, az
eltér6 miofibrillaris fehérje 06sszetétel, a miofibrillaris fehérjék eltéré bazalis
foszforilacidja és a kulénbdzd receptor rendszerek részben eltéré szabalyozasa
megnehezitik a modellinkbdl szarmaz6 konklGziok direkt adaptalasat a human
szivre. Ugyanakkor DCM-es betegekbdl szarmazé human miokardium mintakon
egyértelmlen igazolni lehetett a B-adrenerg rendszer csdkkent mikoédését
(deszenzitizal6das és downregulacio).

A Tgoqg*44 transzgénikus allatmodell elénye a tébbi DCM-es allatmodellel
szemben, hogy a miokardium funkcidjanak csékkenése ebben a modellben csak
lassan, az id6ésebb korban alakul ki és igy lehet6ség nyilik a megel6zd patoldgias
folyamatok részletes tanulmanyozasara. A Tgoaqg*44 modell tanulmanyozasa
kapcsan kordbban igazoltak (54), hogy a foszfolipdz CB koérosan ndvekedett
aktivitdsa (és az ebbdl kdvetkez6 PKC aktivacid) mar az éallatok életének korai
szakaban kimutathaté (6. hoénap), jéval megelézve a miofibrillaris fehérjék
mikddésének patoldgias eltéréseit (14. hénap) vagy a DCM kialakulasat (18.
hénap). Mindezekbél a tényekbdl két kdvetkeztetés vonhatdé le: 1) nem a

miofibrillaris fehérjek eltérd expresszidja vagy hipofoszforilacioja inditotta el a DCM-
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hez vezet6 patologias folyamatokat (az eltérések valdszinlleg masodlagosak); 2)
nem valészinl, hogy egyedul a foszfolipaz CB /PKC rendszer koérosan ndvekedett
aktivitasa inditotta el a miofibrillaris funkcié csbékkenéséhez vezetd patoldgias
folyamatokat (tul nagy az id6kulonbség a kéros aktivacié megjelenése és a
miofibrillaris  fehérjék funkcidjanak karosodasa kozétt). A legvaldszinlibb
magyarazat, hogy egyéb intracellularis szignalizacios rendszerek,
receptorrendszerek (B-adrenerg rendszer) patolégias mikddése is tarsul a DCM
megjelenéséhez.

A Tgog*44 modellben a patologias kontraktilis funkciot, eredményeink szerint
valészinlileg két — a miofibrillaris kompartmentet érinté — eltérés okozhatta: 1) a
lassu B-HCM megjelenése és 2) a miofibrillaris fehérjék (troponin |) defoszforilacidja.
A B-MHC fokozott expresszidja elsésorban az aktin-miozin ciklus (ky)
csdkkenéséhez vezet (36) és befolyasolhatja a kialakult Ca®* aktivalt maximalis erét
(Fo) is (55, 56). A troponin | hipofoszforilacidja pedig a miofilamentumok fokozott
Ca®*-érzékenységét okozza (57). Ugyanakkor ezen fontos miofibrillaris eltérések
mellett nem lehet kizarni egyéb tényezdk szerepét (fétalis troponin C, pitvari kdnnyu
lanc megjelenése) (15-17), de ezen miofibrillaris proteinek expresszidjat részleteiben
nem tanulmanyoztuk.

A miofibrillaris fehérjék bazalis foszforilacids szintjét tdbb protein kindz és
foszfataz egyittes mikddése szabalyozza. Kézenfekvének tlinik, hogy a Tgoq*44
modellben a PKC csaldd kronikusan ndvekedett aktivitdsa befolydsolhatta a
miofibrillaris fehérjék bazalis foszforilacidjat. Ugyanakkor a hasonld szubsztrat
proteinek és a szignalizaciés rendszerek egymasra hatdsa (,crosstalk”) miatt nehéz
kalén-kalén, izoléltan vizsgalni az egyes PKC izoenzimek relativ hozzajarulasat a
foszforilaciés valtozasokhoz (32, 33, 58). Az allatmodell (Tgaqg*44) részletes
tanulmanyozasa soran kiderilt, hogy a PKC csalad izoenzimei kézil az id6
flggvényében csak a PKCa és a PKCd izoenzim tipus expresszidja emelkedett, a
PKCB vaéltozatlan maradt, a PKCe pedig paradox moédon csokkent (54). A
miofibrillumok PKCe enzimmel t6rténé foszforilaciéja nem (vagy alig) befolyasolja a
miofilamentumok Ca?*-érzékenységét (59-61). A PKCa és a PKC§ fokozott
aktivitdsa pedig a miofibrillaris fehérjék hiperfoszforilacidjahoz (és nem a bazalis

foszforilacié csékkenéséhez) vezet, ami csokkenti a Ca®* értékenységet (62, 63).
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Korébbi vizsgalatok alapjan igazoltéak, hogy a huméan DCM kialakuldsa soran
csokken a troponin | PKA-fliggé bazalis foszforilacioja (35). Az eredmények szerint a
bi- és monofoszforilalt troponin | foszfoproteinek jelenléte eltolédott a defoszforilalt
forma iranyaba. Tovabba4, szignifikans korrelaciot észleltek a defoszforilalt troponin |
jelenléte és a miofibrillumok Ca®**-érzékenysége kdzoétt. Mindezen megfigyelések
alapjan logikusnak tiint, hogy a B-adrenerg-PKA rendszer aktivitasanak csdkkenése
hozzajarulhat a Tgaqg*44 allatmodellben észlelt miofibrillaris eltérésekhez (a Ca®*-
érzékenység noOvekedéséhez). Ezért az id6 fuggvényében részletesen
megvizsgaltuk allatmodellinkén a PKA aktivitas valtozdsat, a troponin | bazalis
foszforilaciés allapotat és a PKA katalitikus alegységgel t6rténé kezelés (inkubalas)
hatdsat a miofibrillumok Ca®*-érzékenységére. A permedbilis kardiomiocitak
katalitikus alegységgel t6rténé inkubaldsa, a korabbi irodalmi adatokkal (11, 64)
megegyezéen a 18 hdénapos Tgoaqg*44 allatokbdl szarmazé kardiomiocitakban is
csokkentette a miofibrillumok Ca®*-érzékenységét és a pCa-erd gdrbe jobbra
csuszott a kontroll allatok (FVB) gbrbéjének iranyaba (14. abra). Mas szavakkal, a
katalitikus alegység alkalmazasa megszintette a szignifikans kulénbséget a DCM-
ben szenvedd 18 honapos Tgaq*44 és a hasonld koru kontroll (FVB) allatcsoport
kardiomiocitdinak Ca®*-érzékenysége kozott. Ezt a megfigyelésiinket jol
kiegészitette az a tény, hogy a Tgaq*44 allatokban, idében egybeesett (18 hénap) a
morfolégiai eltérések (DCM) kialakulasa és a PKA aktivitas, illetve a troponin |
bazalis foszforilaciéjanak csdkkenése (15, 16. abrak).

Mindezen tények alapjan valdszinlsithet6, hogy a Tgaq*44 allatokban a 14
hénaptél csdkken a B-adrenerg-PKA rendszer aktivitdésa (a human DCM
megfigyelésekhez hasonl6an) és elsésorban a PKA-fliggé troponin | hipofoszforilacié
okozza a miofilamentumok Ca®*-érzékenységének a ndvekedését. Hogyan
csokkenhet a PKA rendszer aktivitasa egy alapjaiban PKC stimuldlt DCM-es
allatmodellben? Feltételezéseink szerint a PKC aktivacié (elsésorban a PKCa), az
allatmodellben a 14. hénapos kortdl fokozatosan gatolja a B-adrenerg folyamatokat.
A két intracellularis szignalizaciés rendszer (PKC és a PKA) antagonista mddon
gatolja egymast (65, 66) és a Tgaqg*44 allatokban a folyamatos PKC stimulalas miatt
a hattérbe kerllnek a PKA A&ltal medialt intracellularis protein foszforilacios
folyamatok. Ugyanakkor a szignalizaciés rendszerek egymasra hatdsanak részleteit

az Tgaq*44 allatmodellben nem tanulmanyoztuk.
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Lényegesen egyszerlibbnek tlnik a 18 honapos Tgoq*44 allatok aktin-miozin
kinetikaban (ky) bekdvetkezett valtozasok értelmezése. Az aktin-miozin ciklus
sebességét els6sorban az MHC izoenzimek &sszetétele szabdlyozza és a B-MHC
felszaporodasaval a keresztkdtési kinetika lelassul. Kisérleteinkben idében is
egybeesett a ki értékek valtozasa és az B-MHC expresszid ndvekedése (17, 18.
abrak). Hasonl6 valtozasokat irtak le egyéb, magas PKC aktivitdssal jellemzett (PKC
expresszios) allatmodellekben is (61). A Frank-Starling-térvény (nyugalmi
rosthosszusagtél fliggd Ca?*-érzékenyités) a DCM kifejlédése soran is miikddatt.
Ugyanakkor - hasonléan a normal egér szivekhez (34) - az aktin-miozin ciklus
sebessége (ki) patolégias koérlilmények kdzott (DCM) is fliggetlennek bizonyult az
SL értékeétél.
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6. Osszefoglalas

A Frank-Starling-szabalyozassal kapcsolatos alapveté megfigyelésiink, hogy
a ki fuggetlen az SL értékétél. Ez a megfigyelés igaznak bizonyult mind a human,
mind az egér, mind a sertés miokardiumra, melyekben a SL-fiiggé Ca**-érzékenyités
mértéke az eltérd kontraktilis fehérjedsszetétel ellenére is egydntetiien kdzel azonos
volt. Kisérleti eredményeink szerint a k, értéket alapvetéen a [Pj], a [Ca®'], a
hémérséklet, és a faji adottsagok (MHC megoszlasa) szabalyozzak, mig az SL
valtoztatasanak a ki értékére mindezen valtozé kérilmények kdz6tt nincs hatasa.
Ezek a tudomanyos megfigyelések azt igazoltak, hogy, az aktin-miozin kinetikai (ki)
valtozasa - semmilyen kérilmeény kdz6tt - nem elbfeltétele a szivizomban a Frank-
Starling-szabalyozasnak (azaz a SL-fliggé Ca®*-érzékenyitésének).

Transzgénikus DCM egérmodellen (Tgaqg*44) igazoltuk, hogy a krénikus PKC
aktivacié ellenére, a miofibrilumokban bekdvetkezd patolégias eltérések
(megndvekedett Ca®**-érzékenység és csdkkent kontraktilitas) egyik fontos kivaltd
tényez6je a csOkkent PKA aktivitds. A Frank-Starling-térvény (nyugalmi
rosthosszUsagtdl fliggd Ca?*-érzékenyités), méréseink szerint a DCM kifejlédése
soran is megtartott. Az aktin-miozin ciklus sebessége (ki) patologias koriimények
k6z6tt (DCM) is fliggetlennek bizonyult az SL értékétél.

A modellben észlelt biokémiai eltérések (csOkkend B-adrenerg aktivacio) a
specialis genetikus kivalté tényezé ellenére (Gaq tulsulyban térténé expresszalasa)

jol korrelalnak korabbi human megfigyelésekkel.
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7. A tudomanyos eredmények hasznosithatésaga

1. A szivelégtelenség relativ gyakorisaga miatt sok embert érintd malignus betegség
(a betegség prevalenciaja 1-2%). Ezért fontos kutatasi feladat a miokardium
kontraktilitdsat befolyasold6 miofibrillaris és intracellularis hatasmechanizmusok
tisztazasa, mert tovabbi adatokat nyuljthat a betegség jobb megértésére és az Ujabb
terapias lehetéségek kialakitasara.

2. Vizsgalatainknak kilénleges jelentéségét az adta, hogy kisérleteinket részben
human preparatumokon (kardiomiocitakon) végeztik. Igy az Aaltalunk észlelt
mechanikai és biokémiai eltérések direkt modon adaptélhatok a human szivizomra
is.

3. A szivizom kontraktilitdsanak szabalyozésa egy fontos élettani funkcié a szivizom
mikddése szempontjabdl. Az élettani szabalyozas pontos megértése
elengedhetetlen a patologias toérténések kdvetéséhez. Tobbek kozétt, ezen
szempontok miatt irt palyazatot (call for papers) az American Journal of Physiology,
amelyben a miokardium kontraktilitdsanak szabalyozasa palyazati cimszé alatt jelent
meg elsé kézleménylnk (34).
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