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1. Fejezet Bevezetés

BEVEZETES

A nyomas- (magasvérnyomas betegség) ¢&s térfogat-tulterhelés (mitrdlis billentyli
elégtelenség), az iszkémia-reperfuziés karosodds, a miokardidlis infarktus, valamint az
Ooroklott vagy szerzett cardiomyopathidk kovetkeztében kialakuld szivelégtelenség
napjainkban az egyik vezetd halaloki tényezd. A szivelégtelenség a korhazi felvételek egyik
leggyakoribb okaként vilagszerte jelentds egészségiigyi problémat okoz. A betegség
el6fordulasi gyakorisaga a népesség oregedésével parhuzamosan folyamatosan névekszik (a
népesség 1%-a a nyugati orszdgokban). A szivelégtelenség kezelésében elért jelentds

eredmények ellenére a betegség progndzisa tovéabbra is kedvezdtlen.

A szivelégtelenség definicidja, tiinetei és pathomechanizmusa

A szivelégtelenség szdmos definicidja latott napvilagot az elmult években, azonban ezek
egyike sem irja le megfeleléen a korképet. Ennek egyik oka a betegség komplexitasa, mely a
csOkkent perctérfogattal, fokozott vénas visszadramlassal ¢és szdmos, a szivizomban
végbemend, az elégtelen sziv progressziv degeneralodasaval jaré molekuléris valtozéssal
jellemezhetd.

A szivelégtelenség tlinetei a pulmonalis pangés (terhelésre jelentkezd nehézlégzés,
orthopnoe, rohamokban jelentkezd ¢&jszakai nehézlégzés), a szisztémas vénas pangas
(periférids 6déma, ascites, hasi fajdalom, hanyinger) és az alacsony perctérfogat (csokkent
fizikai terhelhetdség, a mentalis allapot valtozésa, zavartsag) kovetkeztében alakulnak ki. A
betegség stlyossaganak megitélésére a New York Heart Association (NYHA) 4ltal ajanlott
osztalyozast széles korben hasznaljak.

A szivelégtelenségnek szamos kivaltd oka van, melyek megoszladsa és gyakorisaga
jelentdsen valtozott az elmult évtizedekben. Jelenleg a f6 kivaltd tényezd a koszorusér
betegség, mely a Framingham tanulmany szerint az esetek 67%-ban all a betegség hatterében.
Ezen betegek 57%-aban magasvérnyomas betegség is kimutathaté volt. A szivbillentytik
elvaltozésai a betegek 10%-ban, a cardiomyopathiak (elsdsorban a dilatativ cardiomyopathia)
pedig mintegy 20%-ban tehetd feleldssé a szivelégtelenség kialakulasaért.

A kivalté oktol fiiggetleniil az eldrehaladott szivelégtelenség egy olyan komplex
korképet jelol, melyet romlo szivizomfunkcid, a szivizom koéros atépiilése, megvaltozott
hemodinamika, a neurohumoralis rendszer aktivacioja, citokinek fokozott termelddése és az

endothel kéros miikddése jellemez.
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A miokardialis fehérjék szerkezeti és funkcionalis valtozasai szivelégtelenségben

A szivelégtelenség soran a szivizomzatban jellegzetes funkcionalis, biokémiai és molekularis
valtozasok mennek végbe. A szivizomzat csOkkent kontraktilitasinak hatterében a
kalciumionok (Ca®") ritmikus felszabadulasaért és visszavételéért felelds molekulak
szerkezeti és funkcionalis valtozasai, a kontraktilis rendszer megvaltozott Ca**-érzékenysége
vagy az aktin-miozin keresztkotési ciklus koros miikddése allhat. A myofilamentumok Ca*'-
érzékenységére vonatkozo adatok ellentmondasosak, valtozatlan, csokkent és/vagy novekedett
Ca” -érzékenységrdl szamolnak be szivelégtelenségben.

A myofilametaris fehérjék sériilése a szivizom iszkémia-reperfizios karosodasat, valamint
egyes gyulladasos citokinek koros mértékii felszabaduldsat kovetden is bekdvetkezhet. A
végstadiumu szivelégtelenség soran szamos, a kontraktilis fehérjék expressziojat ¢s
foszforilacids allapotat érintd valtozasokrdl is szamos adat all rendelkezésiinkre. Mindezen
valtozasok hozzdjarulhatnak a szisztolés ¢és diasztolés funkcio szivelégtelenség soran

megfigyelhetd romlédséért.

Peroxinitrit és szivelégtelenség

Irodalmi adatok alapjan a congestiv szivelégtelenség kialakulasdban szerepet jatszhat a
nitrogén-monoxidbol €s szuperoxid anionbdl fiziologiads koriilmények kozott is képzdédod
reaktiv nitrogén gydk, a peroxinitrit megnovekedett termelddése. Allatkisérletes modellekben
a miokardialis fehérjék peroxinitrit-indukalt karosodasa (nitrotitozin oldallancok képzddése),
valamint a sziv pumpafunkciojanak romldsa kozott szoros Osszefiiggés mutattak ki.
Peroxinitrittel vagy citokinekkel kezelt patkany ,,dolgozé sziv” preparatumokon csokkent a
szivizomzat ATP felhasznalasa, mely alapjan a peroxinitrit kontraktilis funkciora kifejtett
kozvetlen hatasa feltételezhetd. A miofibrillaris kreatin kindz 40 kDa molekulatomegi
izoformajanak nitralédasat igazoltdk doxorubicin-kezelt egérszivekben és peroxinitrit-kezelt
patkanysziv trabekuldkban. Az eddigi kisérletes eredmények alapjan megallapithato, hogy a
peroxinitrit-indukalt nitrotirozin-oldallanc képzddés nemcsak egyetlen célfehérje karosodasat
jelenti sem allatokbol szarmazd, sem humén szivpreparatumokban. A peroxinitrit-indukalt
szerkezeti €s funkcionalis valtozasok a miokardialis fehérjékben I1étrejovO nitrotirozin
oldallancok mennyiségével mutatnak Osszefliggést. Azon mechanizmusok azonban, melyek a
fehérjékben létrejovOé nitrotirozin  oldallancok  képzOddésén keresztil a csokkent

szivfunkciohoz vezetnek — kiilondsképpen a human szivben- ismeretlenek.
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Diasztolés diszfunkcio, diasztolés szivelégtelenség

A kardiovaszkuldris betegségek (magasvérnyomds betegség, koszorusér betegség,
cardiomyopathidk) gyakran vezetnek szisztolés és diasztolés kamrai diszfunkcidohoz. Kozel
minden szisztolés diszfunkcidoban szenvedd betegben kismértékli, a kamraizomzat koros
relaxacigjaban, illetve tagulékonysaganak csokkenésében megnyilvanuld diasztolés
funkciozavar is megfigyelhetd. A megdérzott bal kamrai ejekcidos frakcioval (LVEF)
rendelkezd betegek is mutathatnak jelentés romlast a diasztolés szivfunkcidikban (izoldlt
diasztolés diszfunkcio). Nagy populaciokra kiterjed6 tanulmanyok alapjan ezen allapot
megkozelitleg Otszor gyakrabban keriil felismerésre, mint a bal kamrai szisztolés
diszfunkcio.

A bal kamrai diasztolés diszfunkcioval ellentétben a diasztolés szivelégtelenség egy
klinikai szindrémat jelol. A csokkent LVEF-el tarsuld szivelégtelenséggel szemben a
megOrzott LVEF mellett kialakuldo szivelégtelenséget diasztolés szivelégtelenségnek
nevezziik. Diasztolés szivelégtelenségrél akkor beszéliink, ha a bal kamra — relaxacids zavar
vagy emelkedett kamrai falfesziilés miatt - képtelenné valik megfeleld térfogatua vér
befogadasara a kielégitd perctérfogat fenntartdsdhoz, vagy erre csak koérosan emelkedett
kamrai nyomas mellett képes.

A diasztolés szivelégtelenség napjainkban a szivelégtelenségben szenvedd betegek
mintegy 49%-ban diagnosztizalhato. A diagnézis felallitdsa harom, egyidejiileg fennalld
kritériumon alapszik: 1. a congestiv szivelégtelenségre utalo jelek vagy tlinetek megléte 2.
megorzott LVEF 3. koros bal kamrai relaxaciora, telddésre, tdgulékonysagra utald
echocardiographias adatok.

A diasztolés szivelégtelenség és az izolalt diasztolés bal kamrai diszfunkcidé egyre
novekvd felismerésének ellenére a hatteriikben 4all6 folyamatokrol kevés adat all
rendelkezésiinkre. Nem tisztazott, hogy diasztolés funkciézavar vagy enyhe foku szisztolés
diszfunkci6 eredményezi-e a diasztolés szivelégtelenséget. Fontos kérdés, hogy
magyarazhato-e a diasztolés bal kamrai diszfunkci6 a szivizomsejtek kontraktilis
tulajdonsdgainak valtozasaival vagy az extracelluléris tér fibrotikus atépiilésével. A diasztolés
rendelkezésre alld6 nekropszids és biopszias anyag hidnya miatt nehézségekbe iitkdzik. Ilyen
mintak vizsgalata lehetévé tenné a betegekben mért hemodinamikai paraméterek, valamint a

sejt- €s molekuldk szintjén megfigyelt valtozasok 6sszehasonlitisat.
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Ca’"-érzékenyitk szivelégtelenségben

teljesitményét az intracellularis Ca®’-terhelés novelése nélkiil, kdzvetleniil a kontraktilis
fehérjékre hatva érik el. Ennek kdszonhetden nem hozzak 1étre az emelkedett intracellularis
Ca®" koncentracié kovetkeztében kialakulo nem kivanatos hatasokat. A Ca®"-érzékenyiték a
sziv kontraktilitasat az oxigénfogyasztds emelése ¢és stlyos aritmidk kivaltasa nélkiil
fokozzdk. A szerek terapids alkalmazdsdnak kovetkezményei azonban még nem teljesen
ismertek.

Az izometrids erét és annak Ca*"-érzékenységét a vékony filamentumokon elhelyezkedd
Ca”*-szabalyoz6 fehérjék, valamint a vastag filamentumok kozott kialakuld keresztkotések
hatdrozzak meg. A miofilamentaris rendszer er6generalasara és Ca*"-érzékenységére jelentds
hatassal vannak az iszkémia alatt felszaporodd intracelluldris metabolitok. (pl. H' és
anorganikus foszfat (P;)), melyek egyuttal befolyasolhatjak a Ca*'-érzékenyitSk terapids
hatésat is.

Az EMD 57033, a 5-[1-(3,4-dimethoxybenzoyl)-1,2,3,4-tetrahydro-6-quinolyl]-6-
methyl-3,6-dihyro-2H-1,3,4-thiadiazin-2-one) pozitiv enantiomer formaja, az EMD 53998, az
aktin-miozin keresztkotési ciklust befolyasolja és antagonizalja a P; hatdsat. Human
szivpreparaitumokon az EMD 57033 pozitiv inotrép hatasat egy kifejezett negativ luzitrép
hatas kisérte. Ezen negativ luzitrop hatashoz egy Ca’" hianyaban kifejlédd erSkomponens
tarsult sertés nylzott szivtrabekuldkon, melynek megjelenését human szivpreparatumokon is
megfigyelték.

Az OR-1896, az N-[4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-methyl-6-ox0-3-pyridazinyl)phenyl]
acetamide negativ enantiomere, a jelenleg is klinikai hasznalatban 1év6 levosimendan aktiv
metabolitja kismértékii Ca*"-érzékenyité hatast fejt ki intakt nyal papillaris izmokon,
permeabilizalt  tengerimalac szivizomsejteken ¢és intakt kutya kamrai trabekuldkon.
Feltételezik, hogy az OR-1896 - levosimendanhoz hasonld szerkezete révén - a troponin C
(TnC) Ca’"-kotott allapotat stabilizalja. Az OR-1896 human preparatumokra kifejtett Ca*'-

érzékenyitd hatasaval kapcsolatban azonban kevés adat all rendelkezéstinkre.
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CELKITUZESEK

Jelen tanulmanyunkban a human szivizom kontraktilis rendszerében fizioldgias és koros
koriilmények kozott bekovetkezd funkcionalis és strukturdlis valtozasokat vizsgaltuk. A
Bevezetésben bemutatott kisérletes eredmények alapjan a kovetkezd  kérdések

megvalaszolasat tliztiik ki célul:

L. Peroxinitrit és szivelégtelenség

- a peroxinitrit-medidlt miofibrillaris fehérjekarosodas hatterében all6 folyamatok feltarasa
human szivizomsejteken

- az in vitro peroxinitrit kezelés Ca’-aktivalt erdgeneralasra, a kontraktilis rendszer Ca*'-
érzékenységére ¢€s az aktin-miozin keresztkotési kinetikara kifejtett hatasait tanulméanyozasa

- a peroxinitrit-medialt kontraktilis diszfunkcioért felelds célfehérjék azonositasa

I1. Diasztolés diszfunkcio, diasztolés szivelégtelenség

- a szivizomsejt funkcio, a kollagén tartalom és a miokardidlis fehérje Osszetétel in vivo
diasztolés funkcidhoz vald viszonyanak vizsgalata diasztolés szivelégtelenségben szenvedd
betegekbdl diagnosztikus szivkatéterezés soran nyert bal és jobb kamrai endomyocardialis
biopszidk felhasznalasaval

- Osszefiiggés keresése az in vitro mért szivizomsejt funkcid és az in vivo meghatarozott bal

kamrai hemodinamikai paraméterek kozott

1IL. Ca’*-érzékenyitSk szivelégtelenségben

- Donor és szivelégtelenségben (NYHA V) szenvedd betegekbdl szarmazo szivizomsejteken
két Ca*"-érzékenyits vegyiilet (OR-1896 és EMD 53998) hatasainak dsszehasonlitisa kontroll

¢s modell iszkémias koriilmények kozott.
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ANYAGOK és MODSZEREK

2.1. Eromérés permeabilizalt izolalt human szivizomsejteken

2.1.1. Szivizomsejt izoldlas
A szivizomsejteket a —80 °C-on tarolt human szivizommintak felolvasztdsa utan mechanikus
uton izoldltuk. A membranjaitdol megfosztott szivizomsejtet szilikon ragasztd segitségével

rogzitettilk a mechanikai mérérendszeren.

2.1.2. Mérdoldatok
Az erémérések soran hasznalt kalciummentes relaxalé oldat (pCa 9) és a Ca* -tartalmt

aktivalo oldatok (pCa 7-4,5) Osszetételét Fabiato szerint (1979) szamitottuk.

2.1.3. Kiserleti protokoll

Az izometrias kontraktilis erét a szivizomsejt relaxalé oldatbél Ca**-tartalmu aktivalo oldatba
torténd  atvitelét kovetéen mértikk. Az izometrids csucserd (Fii) kifejlddése utan
meghataroztuk az aktin-miozin ciklus sebességére jellemz6 kinetikai paramétert (ki). Az un.
passziv er6komponenst (Fpassive) @ Ca®" kontrakturak utan relaxalé oldatban mértiik. A Ca**-
aktivalt izometrids erdt (Facive) @ kovetkezd képlet szerint szamoltuk: Facive= Fiotal-Fpassive- A
kontraktilis rendszer Ca*"-érzékenységének (pCaso) meghatirozésara a szubmaximalis Ca**
koncentracioknal mért erdértékeket a maximalis aktivacional kapott erdértékekre (Fmax)

normalizaltuk.

2.1.4. Ca’"-érzékenyitd, peroxinitrit vagy enzim-kezelés
A Ca®"érzékenyit6 EMD 53998-at és OR-1896-ot a finn Orion Pharma cég bocsatotta
rendelkezésiinkre. Az alacsony hidrogén peroxid tartalmi peroxinitritet a Calbiochem-tdl,

protein kinaz A enzim katalitikus alegységét a Sigmatol rendeltiik.
2.2. Biokémiai modszerek

2.2.1. Western immunoblot
A peroxinitritkezelés (1-1000 pM) hatdséra a miofibrillaris fehérjékben 1étrejovo nitrotirozin
oldallancok képzddését ¢és az a-aktinint SDS-poliacrylamid gélelektroforézist (6-18%

gradiens gélek) kovetéen Western immunoblottal vizsgaltuk. A fehérjéket biotinalt
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masodlagos antitestek és kemilumineszcens technika segitségével tettilk lathatova. Néhany

esetben ezt a mdodszert a mar kotddott antitestek eltavolitasa utan megismételtiik (stripping).

2.2.2. Dot blot
membranra vittik fel. A jelintezitdst hagyomanyos, kereskedelmi forgalomban elérhetd

program segitségével mértiik.

2.2.3. Immunprecipitdcio
Az immunprecipitdciés protokoll alkalmazisa elétt a humdn permeabilizalt kamrai

cyey

majd relaxalo oldatban homogenizaltuk.

2.2.4. Az endomiokardialis szivizombiopszidak vizsgalata
Az endomiokardidlis szivizombiopszidk kollagéntartalmat elastica von Gieson festett
szivizommetszeteken hataroztuk meg és kollagén térfogat aranydban (collagen volume
fraction-CVF) fejeztik ki. A Dbetegeket szivizommintaik ndvekvd CVF értékeinek
megfelelden alacsony (CVF 0-5% kozott-Class I), kozepes (CVF 5-10% kozott-Class 1) €s
magas (CVF-10-15% ko6zott-Class I1I) kollagéntartalmt csoportokba soroltuk.

A mintdk miozin nehéz lanc, dezmin, aktin, troponin T (TnT), tropomiozin, troponin I

crer

egydimenzios SDS poliacrylamid gél elektroforézis segitségével vizsgaltuk.

2.2.5. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

A Tnl foszforilacids allapotanak meghatarozasara a teljes hosszisagl, valamint kizarolag a
defoszforilalt Tnl-re specifikus monoklonalis antitesteket €s ELISA modszert hasznaltunk. A
defoszforilalt Tnl-re kapott jel intezitdsat a teljes molekula &ltal adott jel erdsségéhez

viszonyitottuk.

2.3. Adatfeldolgozas, statisztika
A Ca*"-er§ osszefliggéseket az alabbi modositott Hill egyenlettel illesztettiik:
Frotal = Fana X [Ca2 T (Caso™ M+ [Ca2 T + Fpgsive
, ahol Fiya az adott Ca-koncentracional [Ca2+] elért steady-state erdérték; Fy.x a maximalis

[Ca®"]-nél kifejlodé Ca**-aktivélt erd, Fpasive pedig a Ca*’-mentes oldatban mért izometrias
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erdértek. Caso (vagy pCasp) a kontraktilis rendszer Ca2+-érzékenységét jellemzé [Ca®'],
melynél Fiyar -Fpassive=Fmax/2. A Hill koefficiens (nHill), a szigmoid Ca’-erb Osszefliggés
meredekségét jellemz6 allando.

A korkoros bal kamrai (LV) végdiasztolés falfesziilést (o) az LV ellipszoid modelljét
alapul véve a kovetkezd képlettel szamitottuk:

o = PD/2h x [1-(/D)-(D*/2L%)]
, ahol P az LV végdiasztolés nyomast, h az LV szivultrahang segitségével meghatarozott LV
falvastagsagat, D és L pedig az LV harant és hosszatmérdjét jelolik.

A radiélis miokardialis stiffness modulust (E) az alabbi formula szerint szamoltuk:

E = Acr/Aer = AP/(Ah/h) = -AP/Aln h
a radidlis fesziilés (Aogr) kialakuldsat a AP-hez viszonyitva egyenldé nagysdgunak, de
ellenkezd eldjellinek, valamint a radidlis terhelést (Aer) a pillanatnyi falvastagsdghoz
viszonyitott relativ falvastagodassal (Ah) megegyezdnek feltételeztiik. Mivel Ah/h=Aln h, E a
P-In/ 6sszefliggés meredekségével egyenlo.

Az adatokat atlag = SEM (vagy SD) fomajaban adtuk meg. A statisztikai szignifikancia
hataranak a P<0.05-6t tekintettiik. A kiilonb6zd csoportokat ANOVA teszttel hasonlitottuk
Ossze, az egyszeri Osszehasonlitasra paros vagy paratlan Student-féle t-probat hasznaltunk.
Az egy ¢és tobbvaltozds linedris regresszios analiziseket az SPSS program segitségével

végeztik.
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A PEROXINITRIT-MEDIALT FEHERJE-NITRALODAS HATASA A HUMAN
SZIVIZOMSEJTEK KONTRAKTILITASARA

EREDMENYEK

A peroxinitrit koncentracio-fiiggé médon csokkentette a permeabilizalt human szivizomsejtek
maximalis Ca®"-aktivalt erejét (pCa 4,75-nél mért Fpay). Ugyanakkor a lebomlott, bioldgiailag
inaktiv peroxinitrit nem volt hatissal az izometrids erére. Az erdmérésekkel parhuzamosan
nitrotirozin specifikus mono- és poliklondlis antitestek felhasznalasaval végzett dot blot
analizis a peroxinitrit koncentracid névelésével emelkedd fehérje-nitralodast igazolt az izolalt
szivizomsejtekben. A peroxinitrit kezelés a Ca®"-aktivalt izometrids er6t (Fiax: 2842 kN/m?) a
fehérjenitralodas nagymértékii novekedésével parhuzamosan nullara csokkentette (ICsp: 55+4
pM).

A peroxinitrit hatdsara 1étrejovo kontraktilis véltozasok hatterében allo folyamatok
feltarasara meghataroztuk az izometrias eré Ca”" koncentracié fiiggését és az aktin-miozin
keresztkotési ciklus sebességére jellemzd sebességi allandot (ki) 50 uM peroxinitrittel vald
kezelés eltt és utan. 50 pM peroxinitrit az altalunk mért valamennyi Ca®" koncentracional
csokkentette a Ca®"-aktivalt erét. A kontraktilis rendszer Ca**-érzékenysége (pCaso) és a Ca*'-
erd Osszefliggés meredekségére jellemzO paraméter (nHill) nem valtozott szignifikansan a
kezelést kovetden (pCaso: 5,89£0,02 vs. 5,86+0,04; nHill: 2,22+0,11 vs. 2,42+0,25; 50 uM
peroxinitrit elétt és utan (P>0.05)). A maximalis (pCa 4,75) és szubmaximalis Ca
koncentracioknal mért, az aktin-miozin keresztkotési ciklus sebességére jellemzd sebességi
allandokban (ki) sem tapasztaltunk szignifikans eltérést a kezelést kovetden (ki max: 1,1410,03
1/s and 1,05+£0,07 1/s 50 uM peroxinitrit eldtt és utan). Ugyanakkor 50 uM peroxinitrit a
szivizomsejtek hardntcsikolatdnak nagymértékli elmosodéasat okozta, melyet a passziv
er6komponens (Fpassive) novekedése kisért (2,1+0,1 kKN/m” vs. 2,540,2 kN/m’? n=57 sejt;
P<0.05). Kontroll erémérésekkel igazoltuk, hogy a megfigyelt kontraktilis valtozasok a
peroxinitrit kezelés kovetkeztében alakultak ki, és nem a peroxinitritben minimalis
mennyiségben jelenlévd hidrogén peroxid, valamint a peroxinitrit bomlastermékeinek (nitrit
¢s nitrat) tulajdonithatok.

A kovetkezOkben azon nitrotirozindlodott fehérjék azonositasara tettiink kisérletet,
melyek feleldssé tehetdk a szivizomsejtekben mért kontraktilis valtozasokért.
A nitrotironizalodott  fehérjéket molekulatomegiik alapjan  SDS-poliacrylamid

gélelektroforézissel valasztottuk szét, majd nitrotirozin specifikus antitesttel Western



3. Fejezet Peroxinitrit-indukalt kontraktilis valtozasok

immunoblottot végeztiink. A peroxinitrit alacsonyabb koncentracidkban (25-100 uM) egy kb.
100 kDa molekulatomegi fehérjében okozott nitrotirozin képzddést. A peroxinitrit magasabb
koncentracidinak (250-500 uM) hatasara szamos, 100 kDa alatti és feletti fehérjében is
nitrotirozin képzodést detektaltunk.

A 100 kDa-os fehérje molekulatomege az a-actininéval mutatott hasonlésagot. Annak
igazoldsara, hogy a kérdéses fehérje valoban az a-actinin, immunprecipitaciot végeztiink. A
szivizom homogenizdtumokat elészor 500 puM aktiv és lebomlott, inaktiv peroxinitrittel
kezeltiik. A mintdkat ezt kdvetden a két részre osztottuk: a mintak egyik részéhez a-aktinin
specifikus antitestet, a masik részéhez azonos fajbol szarmazé immunglobulint (IgG) adtunk.
Az immunoprecipitacio hatékonysagat a-aktininre szelektiv antitesttel ellendriztiik. A kontroll
mintaval ellentétben az a-aktinin magassagaban a fehérje jol elkiiloniilt a tobbi miofibrillaris
fehérjétél mind a kezelt és kezeletlen mintdkban. A kotédott immunkomplexek eltavolitasa
utan (stripping) ugyanezeket a nitrocellul6z membranokat nitrotirozin specifikus antitestekkel
is eldhivtuk. A modszer nagy biztonsaggal azonositotta az a-aktinint, mint a peroxinitrit-

kezelés hatasara nitralodd miofibrillaris fehérjét.

MEGBESZELES

Vizsgalataink eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy az a-actinin nitralédasanak mértéke
és a human szivizomsejtek Ca’"-aktivalt erdgeneralasa kozott forditott aranyossag van.
Eredményeink felvetik az o-actinin nitrdloddsdnak szerepét megndvekedett peroxinitrit
termelddéssel jar6 patologias koriilmények kozott, mint a human sziv csokkent
kontraktilitasaért felelds egyik lehetséges tényezot.

A peroxinitrit inkabb strukturalis, mint regulatorikus valtozasokat okoz a kontraktilis
rendszerben, hiszen 50 pM (~ICso érték) peroxinitrit sem az erégeneralas Ca’'-
érzékenységére (pCasp €és nHill), sem az aktin-miozin ciklus sebességére (ki) nem volt
szignifikans hatissal. Tovdbbd a maximalis erd csokkenésével parhuzamosan a
szivizomsejtek  harantcsikolatanak nagymértékli elmosddasat, valamint a passziv
erékomponens ndvekedését tapasztaltuk peroxinitrit kezelést kovetden. Ezek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a peroxinitrit-indukalt kontraktilis valtozasok az aktiv erégenerald
keresztkotések szaméanak csokkenésével magyardzhatok. A humdn o-aktinin molekula
viszonylag tirozinban gazdag (2,9%) struktarfehérje, mely a Z-vonal és a szarkomer
integritdsanak fenntartasaban tolt be fontos szerepet. Ezért elképzelhetd, hogy a peroxinitrit-
indukalt nitrdlodas kovetkeztében a fehérje szerkezetében Iétrejovd valtozasok tehetdk

feleldssé a human szivizomsejtekben megfigyelt funkcionalis leromléasért.
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A vizsgélatban alkalmazott peroxinitrit koncentracio valosziniileg magasabb, mint a
patologias koriilmények kozott eléforduld. Alacsonyabb peroxinitrit koncentracidé hosszabb
ideig torténd alkalmazédsa valdsziniileg jobban utanoznd az in vivo allapotokat. Ennek a
kezelési modnak azonban a peroxinitrit fiziologids pH-n mért rovid féléletideje szab hatart.
Az in vitro peroxinitrit kezelés eredményeit a benne kis koncentracidban megtalalhatéd
hidrogén peroxid és a peroxinitrit bomlastermékei befolyasolhatjdk. Ezen nem specifikus
hatasok lehetséges szerepét hidrogén peroxiddal, nitrittel és nitrattal végzett kontroll
kisérletekkel zartuk ki.

A szivizomfehérjék peroxinitrit-indukalt nitralodasat, a miofibrillumok elvékonyodasat
¢s a harantcsikolat szabalytalannd valasat doxorubicinnel kezelt egerekben és peroxinitrit
expozicionak kitett patkany trabekuldkban is leirtdk. Eredményeinkhez hasonléan a
peroxinitrit kezelés a Ca*"-érzékenység megvaltoztatdsa nélkiil csokkentette a maximalis
Ca®"-aktivalt erét permeabilizalt patkanysziv trabekulakon. Szamos miofibrillaris fehérje
nitralédasat leirtak az elobbi allatkisérletes modellekben: tobb kutatécsoport a 40 kDa
molekulatémegli miofibrillaris kreatin kindz nitralodasat tette feleléssé a Ca® -aktivalt erében
bekovetkezett valtozdsokért. Human szivizomsejteken mért funkcionalis és biokémiai
eredményeink egy uj, az allatkisérletekbdl szarmazé adatoktol eltéré mechanizmus lehetséges
szerepére utalnak. Az izometrids kontraktilis erdt csokkentd peroxinitrit koncentraciok
alkalmazaskor csak az a-actinin nitralédasa volt megfigyelhetd. Masokhoz hasonléan, magas
peroxinitrit koncentraciok (250-500 uM) hasznalatakor azonban szamos mas fehérjékben
(feltehetden miozin nehéz lanc, miofibrillaris kreatin kinaz) is detektdltunk nitrotirozin-
oldallanc képzddést. Eredményeink alapjan azonban az 1Csy koriili peroxinitrit koncentracio
alkalmazasakor a kreatin kin4z nitrdlodédsa nem valosziniisithetd: az enzim gétlasa a MgADP
csokkenéséhez vezetne. 50 puM peroxinitrit alkalmazdsa utdn azonban nem taldltunk
kiilonbséget a k, paraméterben és annak Ca®’-érzékenységében. Ezen peroxinitrit
koncentracid6 hatdsara 1étrejové kontraktilis diszfunkcid legnagyobb valdszintiséggel
szerkezeti valtozasoknak, feltehetdleg az a-aktinin nitralodasanak kovetkeztében alakulhat ki.

A peroxinitrit-indukalt fehérje nitralodas mértéke €és bizonyos miokardirdialis fehérjék
expresszidja, valamint tirozin-tartalma kozott Osszefiiggést talaltak  patkdnysziv
trabekuldkban. Természetesen a fehérjék térbeli szerkezete ¢és mikrokdrnyezete
befolyasolhatja a tirozin oldallancok hozzaférhet6ségét a nem enzimatikus nitralodasi reakciod

szdmara. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a miofibrillaris rendszer komplex felépitése miatt
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az o-actinin nitralddasa mas fehérjékhez képest nagyobb valosziniiséggel kovetkezik be az
emberi szivben, mint allatszivekben.

Munkakban a miofibrillaris rendszer peroxinitrit-indukalt funkcionalis karosodasanak
hatterében allo folyamatokat vizsgaltuk human szivizomsejteken. A szivizom peroxinitrit-
indukalt kérosodasat azonban szidmos mas, a szivizomsejt Ca'-transzportjaban,
anyagcseréjében résztvevd fehérje karosoddsa ¢és a miofilamentumok foszforilacios
allapotanak megvaltozasa is befolyasolhatja. Ezen folyamatokat érintd valtozasok vizsgalata

tovabbi kutatas targyat képezhetik.
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4. Fejezet Emelkedett szivizomsejt passziv fesziilés diasztolés szivelégtelenségben

EMELKEDETT SZIiVIZOMSEJT PASSZIV FESZULES DIASZTOLES
SZIVELEGTELENSEGBEN

EREDMENYEK

Betegcsoportok

A diasztolés szivelégtelenségben (DSZE) szenvedd betegek restriktiv kardiomiopathia (n=7)
¢s allograft kilokédés (n=5) klinikai gyantja miatt keriiltek szivkatéterezésre és estek at
biopszia vételi proceduran. Valamennyi beteg a szivelégtelenség tiineteinek rosszabodasa
miatt keriilt korhazi felvételre. A restriktiv kardiomiopathia gyanuja miatt felvett betegekben
bal kamrai, a transzplantacion atesett betegekben jobb kamrai biopsziavétel tortént. Szovettani
vizsgalat egyik betegben sem mutatott ki infiltrativ szivizombetegségre vagy allograft
kilokddésre utald szovettani elvaltozast. Az elvégzett szivkatéteres vizsgalat egyik betegben
sem igazolt szignifikdans koszorusér sziikiiletet, vagy graft vasculopathidt. Minden beteg
megfelelt a DSZE European Study Group altal javasolt diagnosztikus kritériumoknak:
mutattdk a kongesztiv szivelégtelenség jelei és tiineteit, és DSZE-re jellemzé hemodinamikai
paraméterekkel rendelkezett (LVEF>45% ¢és LVEDP>16 Hgmm). Valamennyi betegnek volt
legalabb egy diasztolés LV diszfunkciora hajlamosité rizikéfaktora. Az LV todmegindex
(119416 g/m?) a normalistol nagyobbnak adédott (92410 g/m% P<0,05) és 5 betegben
szignifikans LV hipertrofiat (>125 g/m?) talaltunk.

A kontroll csoportba hat, az éves rutin szivkatéteres vizsgalatra és biopszia vételre
érkezd és két, myocarditis klinikai gyanujaval vizsgalatra keriilé beteget soroltunk. Szdvettani
vizsgélat egyik betegben sem mutatott ki rejekcidora vagy szlvizomgyulladasra utald
szovettani elvaltozast. Egyik betegnek sem volt szivelégtelenségre jellemzo jele és tiinete, és
normal hemodinamikai paraméterekkel rendelkezett (LVEF>50%, LVEDP<16 mmHg).

A DSZE betegek hemodinamikai paraméterei

A kontroll és a DSZE betegek szivfrekvencia, a LVEF, LV végdiasztolés térfogat index
(LVEDVI) és a szivindex értékei hasonloak voltak egymdashoz. Az LV cslcs szisztolés
nyomas, az LV vég diasztolés nyomds (LVEDP), korkoros LV végdiasztolés falfesziilés (o)
¢s radialis miokardialis stiffness modulus (E) szignifikdnsan magasbb volt. Az emelkedett
LVEDP ¢és o hasonld6 LVEDVI mellett az LV csokkent diasztolés tdgulékonysagéra, a
magasabb E az LV megnovekedett falfesziilésére utal.

Eromérés izolalt szivizomsejteken

A pCa 4,5-nél mért maximalis totdl izometrias erdértékek (Fiorm) nem kiilonboztek

szignifikansan a DSZE (20,3+7,5 kN/mz, szivizomsejtek szama: n=23) és a kontroll
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betegesoport (24,2+12,4 kN/m?, n=15) kozott. A Ca®"-mentes oldatban mért passziv
eréértékek (Fpassive) azonban szignifikdnsan magasabbak voltak a DSZE betegekben (6,6+3,0
kN/mz), mint a kontroll csoportban (3,5+1,7 kN/rnz; P<0,001). Emelkedett Fagive €rtékeket
mértiink mind a szivtranszplantacion atesett (5,4+1,1 kN/mz; P<0,05), mind a masik
alcsoportba tartozé DSZE betegekben (7,242,9 kN/m?; P<0,01). A kontroll csoportban mért
Fpassive €rtékek Osszevethetdk voltak a munkacsoportunkban korabban donor és szivelégtelen
szivekbdl izolalt szivizomsejtek eréértékeivel.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontraktilis rendszer Ca®’-érzékenységében
(pCasp) és a Ca-erd Osszefiiggés meredekségét jellemzd paraméterben (nHill) a két
betegcsoport kdzott.

A szivizomszovet jellemzoi

A DSZE betegekbdl szarmazo6 szivizommintakat szignifikdnsan magasabb kollagén térfogat
arany (collagen volume fraction-CVF) jellemezte, mint a kontroll betegekét (7,5+4,0% vs.
3,842,0%; P<0,05). A transzplantacion atesett DSZE betegek CVF értéke (7,513,0%)
megegyezett a nem transzplantalt DSZE betegekével (7,5£3,0%). A DSZE betegek egyenld
aranyban oszlottak meg a harom CVF osztily kozott, igy egyharmadukban alacsony
intersticialis fibrozist taldltunk. Az utdbbi betegek magasabb LVEDP, o ¢és E értékei a
kontrollokéhoz viszonyitva arra utalnak, hogy a diasztolés LV diszfunkciéo mértékét a CVF
mellett mas tényezdk is befolydsoljak.

A miozin nehéz lanc, dezmin, aktin, TnT, tropomiozin, Tnl, MLC-1 ¢és MLC-2
expresszios szintjében nem talaltunk lényeges kiilonbséget. Western immunoblot analizissel
nem mutatott dezmin, TnT, Tnl, MLC-1 és MLC-2 degradacios termékeket. Tovabba az
MLC-1/MLC-2 arény sem kiilonbozott a DSZE (0,39£0,15) és a kontroll betegek (0,44+0,11)
7 DSZE ¢és 7 kontroll betegbdl szarmaz6 endomiokardialis biopsziabol meghataroztuk a Tnl
foszforilacios allapotat. A defoszforildlt/totdl Tnl arany hasonléonak adddott a két
betegcsoportban (0,58+0,17 vs. 0,53+0,17) és nem mutatott szignifikans korreldciot az Fpasive-
al.

Osszefiiggés az in vivo hemodinamikai adatok és az in vitro eréértékek kozott

A szivkatéterezés soran nyert hemodynamikai paraméterek birtokaban lehetOségilink nyilt
arra, hogy 0Osszefliggést keressiink ezen in vivo paraméterek és a szivizomsejteken in vitro
mért eréértékek kozott. Egyvaltozos linearis regresszids analizissel szignifikdns korrelaciot
talaltunk a szivizomsejtekben mért Fpasive €s a szivkatéteres vizsgalat alatt mért LVEDP,

o és E kozott. Egyvaltozos linedris regresszios analizis szignifikdns korrelaciot igazolt
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tovabba a CVF és LVEDP (R=0,63; P=0,009) vagy o (R=0,68; P=0,004) kozott. Kétvaltozos
linedris regresszios analizisben az Fjusive €s @ CVF kombindcidja meggy6zébb korrelaciot
mutatott az LVEDP-el (R=0,80; P=0,001) vagy o—val (R=0,78; P=0,002), mint azok
onmagukban egyvaltozos analizisben. Ugyanakkor az Fpagsive €s @ CVF koz06tt nem talaltunk
szignifikans korrelaciot (P=0,26).

PKA hatasa a szivizomsejtek erdgeneralasara

Négy kontroll betegbdl szdrmazd 11, valamint hét DSZE betegbdl nyert 16 szivizomsejten
proteinkindz A (PKA) kezelés utan is meghataroztuk a Ca-eré Osszefiiggést. A pCa 4,5-nél
mért Fi mindkét betegesoportban hasonlo volt a PKA kezelés el6tt €s utan. Szubmaximalis
pCa értékeknél (pl. pCa 5,8) az Fia csOkkenése kovetkezett be a miofilamentéris rendszer
PKA-indukalt deszenziticigjanak kovetkeztében, melyre a kontroll és DSZE betegek pCasy
értékeinek csokkenése is utalt. A PKA kezelés hatasara a DSZE betegekben mért emelkedett
Fpassive @ kontroll betegekre jellemzd értékre csokkent, tovabba linearis dsszefiiggést talaltunk

a PKA indukalt Fpaive csokkenése és a kiindulasi Fpagive érték kozott.

MEGBESZELES

Jelen tanulméanyban DSZE-ben szenvedd betegek endomiokardidlis biopszidit elemeztiik és
eredményeink alapjan a kovetkez6 megallapitasokat tehetjiik: 1) A biopsziakbol
mechanikusan izolalt szivizomsejtek allando szarkomerhossz mellett mért maximalis Ca*'-
aktivalt Fio er6értékei hasonldak, de a Ca’" mentes kozegben meghatarozott Fpagsive értékei
kétszer nagyobbak, mint a kontroll betegeké; 2) A PKA kezelés az emelkedett Fpassive
eroértéket a kontroll csoportban megfigyelt értékre csokkentette; 3) A diasztolés LV funkcio
in vivo hemodinamikai paraméterei (LVEDP, o ¢és E) szignifikans 6sszefliggést mutattak az in
vitro mért Fpqgive eréértékkel és CVF-el.

Emelkedett Fpgsive

A mechanikai izolalas soran a szivizomsejteket koriilvevo kollagént eltavolitottuk, ezért a
DSZE betegekben mért emelkedett Fpaeive erékomponens hatterében a szivizomsejtek
diasztolés fesziilésének megvaltozasa 4allhat. Az szivizomsejtek membranrendszereit
(sejtmembran és SR membran) Triton X-100 kezeléssel tettiik atjarhatova, melynek aktiv
erbgeneralasa igy az alkalmazott oldatok Ca®" koncentraciojatol fiiggdtt. Ezen kisérletes
koriilmények kozott az SR Ca®-ATPaz, a phospholamban, a sejtmembranban talalhato Ca®"
csatorndk, valamint a Na/Ca®" pumpa szerkezeti és funkcionalis véltozasai nem teheték

feleldssé az emelkedett Fpagive kialakulasaért.
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Jelen tanulményban a kontroll és a DSZE betegek kozott nem taldltunk jelentOs
kiilonbséget a szarkomerfehérjék (miozin nehéz lanc, aktin, TnT, Tnl, dezmin and
tropomiozin) expresszios szintjében. A fehérje-Osszetétel azonban az emelkedett
fehérjelebomlas kovetkeztében is valtozhat. Ismert a Tnl emelkedett LVEDP hatdséara
bekovetkezd kalpain-medialt proteolizise. Western immunoblot analizis segitségével szamos
kontraktilis fehérjében (pl.Tnl, TnT, MLCI,-2) kizartuk a degradaciét mindkét
betegcsoportban. Ezen adatok alapjan nem valdszinii, hogy a fehérje-0sszetétel valtozasa vagy
a fehérjelebomlés tehetd feleléssé a DSZE betegek szivizomsejtjeiben mért emelkedett
Fpassive-€rt.

Az emelkedett Fpaive PKA-indukalt csokkenése arra utal, hogy az enzim egyik
szarkomerikus célfehérjéjének, a Tnl-nek, a miozin-kotd C fehérjének és/vagy a titinnek a
csokkent foszforilacigja allhat ezen er6komponens megndvekedésének hatterében. A PKA
kezelés hatdsara azonban sem a kontroll betegcsoport szivizomsejtjeinek Fpasive €rtékeiben,
sem a betegcsoportok maximalis (pCa 4,5) Fia €rtékeiben nem tapasztaltunk szignifikans
valtozast. Az Fpaive 1zo0lalt csokkenése ezek alapjan inkabb a PKA miofilamentaris, mint
citoszkeletalis célfehérjéinek szerepét valdsziniisiti, hiszen a citoszkeletélis és miofilamentaris
célfehérjék egyiittes foszforilacidja az Fio, parhuzamos csokkenését eredményezné.

Kisérleteink soran meghataroztuk a Tnl foszforilacidés allapotdt €s nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a defoszforilalt/teljes Tnl aranyban a két betegcsoport kozott.
Allatkisérletes adatok szerint a miozin-kétd C fehérje és a titin foszforilacios allapota
befolyésolja a sziv diasztolés funkcidjat. Az endomiokardialis szivizom biopszidk kis méretiik
miatt azonban nem tették lehetévé ezen két tovabbi célfehérje vizsgalatat.

In vitro versus in vivo

Munkénk soran szignifikdns 0sszefliggést talaltunk az in vitro mért Fpive eréértékek és az
LV diasztolés funkciot jellemzd in vivo paraméterek (LVEDP, 6 és E) kozott. Ezek a linearis
korrelaciok magas LVEDP, o és E értékek esetében ,,Japosabbd” valnak, melyet a betegnek a
szivkatéteres beavatkozas eldtt adott diuretikus kezelés, vagy az intersticidlis fibrozis
diasztolés LV diszfunkci6 eldrehaladasaval parhuzamos novekedése magyardzhat. In vitro
koriilmények kozott minden szivizomsejt szarkomerhosszat 2,2 pm-re allitottuk be. In vivo,
kiilonosképpen a tiidoodéma miatti korhazi felvétel és a szivkatéteres beavatkozas kozott
alkalmazott intenziv diuretikus kezelésen atesett DSZE betegekben, az LV el6terhelése nem
volt kontrollalhato. Lehetséges, hogy ezen betegeknek az optimdlis szarkomerhossz
eléréséhez sziikséges LV toltdnyomastdl alacsonyabb nyomasértékeik voltak. Az emelkedett

intersticialis fibrozis szintén magyarazatul szolgalhat arra, hogy az Fpasive €s a diasztolés LV
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funkcidé paraméterei miért érnek el egy platét az LVEDP, ¢ és E magasabb értékeinél. A
DSZE betegek endomiokardialis biopszidiban szignifikdnsan emelkedett CVF értékeket
mértiink, mint a kontroll betegekben. Tobbvaltozos linearis regresszios analizissel
szignifikans korrelaciot mutattunk ki az Fpgive €s @ CVF, valamint az LVEDP és o kozott.

Irodalmi adatok alapjan a nyomas-indukalt hipertrofias papillaris izmokban megfigyelt
kollagén degradacié a normal izmokhoz képest nem csdkkentette az izmok passziv fesziilését.
Jelen tanulmanyunkban a DSZE betegekben alacsony CVF értékeik ellenére magasabb
LVEDP, o ¢és E értékeket mértiink, mint a kontroll betegekben. Eredményeink arra utalnak,
hogy az alacsony kollagén tartalom mellett kialakul6 diasztolés LV diszfunkcio hatterében a
szivizomsejtek emelkedett nyugalmi fesziilése allhat. Mivel a DSZE betegek fele diabétesz
mellituszban szenvedett, a diasztolés LV funkcié romldsaért benniik a glikalodas hataséara a
kollagénben létrejovo keresztkotések is feleldssé tehetdk.

A DSZE betegek harmadaban alacsony CVF értéket és magas Fpqgive-0t mértiink, de
nem taldltunk olyan DSZE beteget, akiben a magas CVF értékéhez alacsony Fpagive tarsult
volna. Ez arra utalhat, hogy a diasztolés LV diszfunkcié egy olyan folyamat eredményeként
alakul ki, melyben a szivizomsejtek nyugalmi fesziilésének emelkedését az intersticialis
fibrozis mértékének novekedése koveti. Hasonld folyamatrdl szamoltak be egy mesterségesen
létrehozott tachycardia-indukalt szivelégtelenség modellben, melyben a diasztolés LV
izomfesziilés novekedésének hatterében a rovidebb €s rugalmatlanabb N2B titin izoforma
aranyanak megndvekedését mutattak ki. Jelen tanulméany azon eredménye, hogy a DSZE
alacsony CVF-el rendelkezd betegekben is kialakulhat részben magyarazhatja az intersticialis
fibrozist csokkentd angiotenzin II receptor blokkold és angiotenzin konvertaldé enzim gatld

kezelés relativ hatastalansagat a DSZE betegek kezelésében.

KOVETKEZTETESEK

A DSZE betegek endomiokardidlis biopsziaibol izolalt szivizomsejtek pasziv fesziilése
emelkedett, mely - a kollagén tartalommal egylitt - hozzajarul az in vivo diasztolés LV
diszfunkcio kialakulasahoz. A PKA kezelés a DSZE-ben szenvedd betegek szivizomsejtjeinek
passziv fesziilését a kontroll értékre csokkenti. Mivel a sejt- és szarkoplazmatikus retikulum
membranjainak Triton kezeléssel vald eltavolitotdsa utdn sem a szarkomerfehérjék
expresszids szinjében, sem a Tnl foszforildcios szintjében nem taldltunk eltérést, az Fpassive
PKA-indukalt csokkenésének hatterében valdsziniileg a miozin-kotd C fehérje vagy a titin

hipofoszforilacidjanak korrekcioja allhat. Ez az alacsony foszforilaltsagii fehérje a DSZE

crer
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5. fejezet Ca?*-érzékenyitbk szivelégtelenségben

Ca’-ERZEKENYITOK HATASAI DONOR ES SZIVELEGTELENSEGBEN
SZENVEDO BETEGEK PERMEABILIZALT SZIVIZOMSEJTJEINEK
EROGENERALASARA

EREDMENYEK
A donor és a szivelégtelenségben szenvedd betegek szivizomsetjeinek maximalis Ca”'-
aktivalt er6generalasa (Fpax, 3844 kKN/m?® vs. 363 kN/m?), valamint Ca’" hianyaban mért
passziv er6komponense (Fpassive, 1,5+0,3 KN/m’ vs. 1,2+0,2 kN/mz) szignifikansan nem
kiilonbozott egymastol kontroll koriilmények kozott (pH 7,2; 0 mM P;). Munkacsoportunk
korabbi kutatdsi eredményeivel egybehangzéan a szivelégtelen betegekbdl izolalt
szivizomsejtek erégeneralasanak Ca’'-érzékenysége szignifikdnsan magasabb volt, mint a
donor szivekbdl szdrmazo szivizomsejteké (ApCasy=0,15). Modell iszkémids koriilmények
kozott (pH 6,5; 10 mM P;) az Fpax a kontroll erdérték 22+1%-ara csdkkent, valamint a Ca’'-
érzékenység nagymértékli csokkenését (ApCasox1.4) figyeltik meg mindkét csoportban.
Iszkémias metabolitok hatasira a [Ca’"]-erd Osszefiiggések Ca’'-érzékenységében a két
csoport kozott meglévo korabbi kiilonbség eltiint.

A Ca*"-érzékenyitd EMD 53998 (10 pM) mindkét kisérletes koriilmény alkalmazésakor
a vizsgalt dsszes [Ca’]-nal jelentésen novelte az izometrias erét és a [Ca’ ]-eré Osszefiiggés
nagymértékl balra tolodasat idézte eld kontroll koriilmények kozott. Ezen eltolodés méréke
azonban szignifikansan kisebb volt a szivelégtelen (ApCasp=0,24), mint a donor
(ApCaso=0,48) szivizomsejtekben. Az EMD 53998 mind az Fpu-ot, mind az Fpagsive-ot
szignifikansan megnovelte.

A 10 uM OR-1896 Ca*"-érzékenyit$ hatésa kisebb volt, mint a 10 uM EMD 53998-¢,
de azonos mértékiinek adddott a donor és a szivelégtelen sejtekben (ApCas¢=0,1). Modell
iszkémias koriilmények kozott az OR-1896 nem rendelkezett Ca® -érzékenyitd hatassal és az

EMD 53998-tal ellentétben sem a Fiax-0t, sem a Fpagsive-0t nem befolyasolta.

MEGBESZELES

Ebben a tanulméanyban két Ca’"-érzékenyité vegyiilet (az EMD 53998 és az OR-1896) human
szivizomsejtek erdgenerdldsara kifejtett hatdsait hasonlitottuk 0ssze fiziologias és iszkémias
modell koriilmények kozott. Korabbi, allatkisérletek soran kapott eredményekhez hasonldan

az azonos koncentracioban alkalmazott EMD 53998 Ca®’-érzékenyitd hatasa nagyobb volt,
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5. fejezet Ca?*-érzékenyitbk szivelégtelenségben

mint az OR-1896-¢. Az OR-1896-al ellentétben azonban az EMD 53998 névelte a Ca
hidnyaban kifejl6dé erOkomponenst is.

Az EMD 53998 (+) enantiomer formaja (EMD 57033) az erdgeneral6 keresztkotéseket
valdsziniileg a Tnl és a TnC kozotti kolesonhatasra kifejtett hatdsan keresztiil befolyasolja és
hatasat a vékony filamentumok regulatorikus fehérjéi szabalyozzak. Szamos kisérlet tortént az
EMD 57033 aktin-miozin ciklusra kifejtett mechanikai hatasainak tisztazasara. Ezek ellenére
maig sem ismert, hogy a szer a keresztkotési ciklus a kialakuldsi sebességét (f.,,) noveli, a
keresztkotési ciklus megsziinésének sebességét (g,,,) csokkenti és/vagy az egy keresztkotés
altal generalt er6t noveli. Az EMD 53998 kontroll koriilmények kozott mind az Fi.x-ot, mind
az Fpassive-ot novelte. Ezek alapjan eredményeink arra utalnak, hogy az EMD 53998 - a
keresztkotések kooperativitdsanak novelése mellett - az egyes kereszkotések altal generalt
er6t noveli human szivizomsejtekben. Az EMD 53998 a pCas, értéket kisebb mértékben
ndvelte a szlvelégtelen, mint az egészséges csoportban.

Jelen és korabbi eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a szivelégtelen betegbdl
szarmaz6 szivizomsejteknek nagyrészt a Tnl csokkent foszforilaltsagi allapota miatt
magasabb a Ca’"-érzékenységiik, mint az egészséges donor sejteké. Az MLC-2 csokkent
foszforilacija szintén magyardzhatja az EMD 57033 kisebb hatékonysagat a
szivelégtelenségben, hiszen az MLC-2 defoszforilacidja a miozin fej helyzetének
megvaltoztatasdval a vastag filamentum ¢és a vékony filamentum kozotti tavolsagot noveli,
ami az aktin-miozin kdlcsonhatas csokkenését erdményezheti.

Az OR-1896 altal indukalt Ca’’-érzékenyités mértéke hasonld volt a korabban
tengerimalac  szivizomsejteken levosimendan ¢és OR-1896 kezelés soran kapott
eredményekhez. Méréseink alapjan az OR-1896  Ca’’-érzékenyitd hatisa az
anyamolekuldjdhoz, a levosimendanhoz hasonlé hatdsmechanizmussal alakul ki a human
szivizomban. Az OR-1896 a [Ca*']-er6 osszefiiggés kismértékl, de mindkét csoportban
hasonl6 nagysagu balra tolodasat valtotta ki kontroll koriilmények kozott. A levosimendan
egyszeri infuzidban torténd adasa, a viszonylag hosszu felezési idovel (=80 ora) rendelkezd
metabolit  (OR-1896)  kovetkeztében, nagymértékben  hozzajarulhat a  salyos
szivelégtelenségben szenvedd betegek tulélésének javulasahoz.

Mindkét csoportban a Ca®"-érzékenység és a [Ca®]-erd dsszefiiggés meredekségének
nagymértéki csokkenését figyeltilk meg modell iszkémias (pH 6,5; P; 10 mM) koriilmények
kozott. A pH csokkenése a TnC Ca®"-kotésének nagymértékii gatlasaval, a P; pedig
keresztkotési ciklus P; felszabadulési 1épésének antagonizaldsaval csokkenti az erdgenerald

keresztktések szamat. Az iszkémids metabolitok szivelégtelen szivizomsejtekre gyakorolt

19



5. fejezet Ca?*-érzékenyitbk szivelégtelenségben

kifejezettebb hatasa a donor és a szivelégtelen szivizomsejtek eltéré miofilamentaris Ca”'-
szabalyozasara utal. Az P; EMD 57033-indukalt erdndvelésre kifejtett gatldé hatasa az
EMD 57033 és az erdgenerald aktin-miozin kolcsonhatas kozott mar korabbiakban is
kimutatott szoros kapcsolatra utal. 10 mM P; jelenlétében és alacsony pH-n (pH 6,5) (de 10
mM P; jelenlétében és pH 7.2-n is) az EMD 53998-kivaltott Ca*"-fiiggetlen nyugalmi
erbkomponens eltiint. Ezzel ellentétben az iszkémids metabolitok Ca’" jelenlétében nem
befolyasoltdk az EMD 53998 er6fokozé hatdsat, ami a szer eltéré hatdsmechanizmusara utal
Ca®" hianydban és jelenlétében. Az EMD 53998-al ellentétben az OR-1896 iszkémias
metabolitok jelenlétében nem fejtett ki Ca**-érzékenyitd hatést.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a szivelégtelenségben szenvedd betegek
szivizomsejtjeinek normal koriilmények kozott észlelhetd ndvekedett Ca*"-érzékenysége nem
nytjt védelmet a tovabbi farmakologiai Ca*"-érzékenyitéssel szemben. A kontraktilis rendszer
Ca®"-ra adott valaszat azonban az iszkémias metabolitok befolyasoljak, ami modosithatja a

Ca” -érzékenyiték hatékonysagat iszkémias koriilmények kozott.
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6. fejezet Kévetkeztetések és altanos megbeszélés

KOVETKEZTETESEK és ALTALANOS MEGBESZELES

A szivelégtelenség allatkisérletes modelljeiben a szivizom kontraktilitds csokkenésének
hatterében a kontraktilis fehérjékben fellépd szamos funkciondlis, biokémiai és molekularis
valtozast irtak le. Ezen wvaltozasok funkcionalis kovetkezményei azonban a human
szivelégtelenség kialakuldsa sordn nagyrészt ismeretlenek (1. fejezet).

Jelen tanulményban a donor ¢és szivelégtelenségben szenvedd betegekbdl izolalt
szivizomsejteket és a szivizom kontraktilis fehérjéit vizsgaltuk (2. fejezet). Izolalt,
membranrendszereiktél megfosztott szivizomsejtek erbgeneralasat és az erbgeneralas Ca’'-
érzékenységét mértiik kontroll koriilmények kozott és peroxinitrit (3. fejezet), proteinkindaz A
aktiv alegység (4. fejezet), vagy a Ca” -érzékenyité OR-1896 és EMD 53998 (5. fejezet)
kezelést kovetden. A funkcionalis méréseket a miokardidlis fehérjék és a fehérje nitralodas
kimutatasara alkalmas biokémiai moddszerekkel egészitettiik ki, melynek segitségével egy
mélyebb betekintést nyerhettiink az emberi sziv kontraktilis fehérje-dsszetétele és mechanikai
tulajdonsagai kozott fennalld 6sszefliggésékbe.

A 3. fejezetben az in vitro peroxinitrit kezelés Ca’’-aktivalt erSgeneralésra, a
kontraktilis rendszer Ca®’-érzékenységére, az aktin-miozin keresztkotési kinetikara kifejtett
hatasait tanulmanyoztuk, valamint a folyamatok hatterében all6 molekularis véltozasok
feltarasara tettiink kisérletet. A peroxinitrit koncentracio-fliggdé modon csokkentette a
permeabilizalt humén szivizomsejtek maximalis Ca*"-aktivalt erejét. A kontraktilis rendszer
Ca” -érzékenységében, a Ca’'-erd Osszefiiggés meredekségére jellemzd paraméterben, az
aktin-miozin keresztkotési ciklus sebességére jellemzd sebességi allandokban nem
tapasztaltunk szignifikdns eltérést 50 uM peroxinitrit kezelést kovetéen. 50 uM peroxinitrit a
szivizomsejtek hardntcsikolatdnak nagymértékli elmosodéasat okozta, melyet a passziv
er6komponens novekedése kisért. Az erdmérésekkel parhuzamosan végzett dot blot analizis a
peroxinitrit koncentraci6 ndvelésével emelkedd fehérje-nitralodast igazolt az izolalt
szivizomsejtekben. A peroxinitrit alacsonyabb koncentracidkban (25-100 uM) egy kb. 100
kDa molekulatomegli fehérjében okozott szignifikdns nitrotirozin képzddést (Western
immunoblot). Immunprecipitacié ezen peroxinitrit-kezelés hatasara nitraldédé miofibrillaris
fehérjét, mint az a-actinint azonositotta ezen. Eredményein az a-actinin, mint miokardialis
célfehérje szerepét vetik fel peroxinitrit termelddésével jard koros folyamatokban: a fehérje
nitralédasa feltehetéen a szomszédos szarkomerek kozotti kdlcsonhatdsok modositasaval

kontraktilis diszfunkcidéhoz vezet.
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A diasztolés szivelégtelenség napjainkban a szivelégtelenségben szenvedd betegek
kapcsolatos kérdések megvalaszoldsa azonban nagyrészt a rendelkezésre allo nekropszias €s
biopszids anyag hidnya miatt nehézségekbe litkozik.

A 4. fejezetben bemutatott tanulmany célja a diasztolés szivelégtelenség soran a
szivizomsejtek kontraktilis funkcidjaban, a szivizom kollagén tartalmaban, szarkomer-fehérje
Osszetételében fellépd valtozasok feltardsa volt diagnosztikus szivkatéterezés utjan nyert
endomiokardialis biopszidk elemzésével. A diasztolés szivelégtelenségben szenvedd
betegcsoportban normadlis ejekcids frakciot és emelkedett bal kamrai végdiasztolés
nyomasértéket mértiink szignifikdns koronaria sziikiilet nélkiil. A betegcsoportbdl szarmazo
biopsziak kollagén tartalma szignifikansan magasabb volt, mint a kontroll betegekbdl vett
biopszidké, ugyanakkor a szarkomer-fehérje Osszetételben nem talaltunk 1ényeges
kiilonbséget a két csoport kozott. A kontroll csoporthoz képest a diasztolés
szivelégtelenségben szenvedd betegek szivizomsejtei maximalis Ca-koncentracio jelenlétében
hasonl6 teljes izometrids er6t generaltak, de Ca-mentes oldatban mért passziv erejiik kozel
kétszer akkora volt. A passziv erd és kollagén tartalom egyiitt meggy6z6bb korrelaciot
mutatott a bal kamrai végdiasztolés nyomassal, mint barmelyikiik kiilon-kiilon. A diasztolés
szivelégtelenségben szenvedd betegek szivizomsejteinek proteinkindz A enzimmel torténd
kezelése az emelkedett passziv erdt a kontroll értékre csokkentette. Eredményeink valamely
szarkomerfehérje csokkent foszforilacigjanak szerepére utalnak a diasztolés szivelégtelenség
kialakulasaban.

Az 5. fejezetben kisérletet tettiink két Ca® -érzékenyité vegyiilet, az OR-1896 és az
EMD 53998 hatédsainak Osszehasonlitasara donor ¢€s a szivelégtelenségben szenvedd betegek
szivizomsetjeinek Ca* -aktivalt ergeneralasa fiziologias és modell iszkémias koriilmények
kozott. A donor és a szivelégtelenségben szenvedd betegek szivizomsejtjeinek maximalis
Ca”"-aktivalt er6generalasa (Fpay), valamint Ca®" hianydban mért passziv erékomponense
szignifikansan nem kiilonb6zott egymastol kontroll koriilmények kézott (pH 7,2; 0 mM Py). A
szivelégtelen betegekbSl izolalt szivizomsejtek —erégeneralasanak Ca’'-érzékenysége
szignifikdnsan magasabb volt, mint a donor szivekbdl szdrmazd szivizomsejteké. Modell
iszkémias koriilmények kozott (pH 6,5; 10 mM P;) az F a kontroll eréérték 22+1%-ara
csokkent, valamint a Ca®"-érzékenység nagymértékii csokkenését figyeltik meg mindkét
csoportban. Iszkémias metabolitok hatasara a [Ca® ]-erd Gsszefliggések Ca* -érzékenységében
a két csoport kozott meglévd korabbi kiilonbség eltiint. Az EMD 53998 mindkét kisérletes

v e r ’ . , I 2+ 1 % . . .y %
koriilmény alkalmazéasakor a vizsgalt dsszes [Ca” ]-ndl jelentdsen ndvelte az izometrias erét
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és a [Ca’'J-er6 Gsszefliggés nagymértékii balra tolodasat idézte el kontroll koriilmények
kozott. Ezen eltolodas mértéke azonban szignifikansan kisebb volt a szivelégtelen, mint a
donor szivizomsejtekben. Az EMD 53998 mind az Fpay-ot, mind az Fpgive-0t szignifikdnsan
megnovelte. Az OR-1896 Ca’"-érzékenyitd hatasa kisebb volt, mint az EMD 53998-¢, de
azonos mértékiinek adddott a donor és a szivelégtelen sejtekben. Modell iszkémias
koriilmények kozott az OR-1896 nem rendelkezett Ca®'-érzékenyité hatassal és az EMD
53998-tal ellentétben sem a Fpac-ot, sem a Fpive-ot nem befolyasolta. Funkcionalis
méréseink eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a miofibrillaris rendszer Ca* -aktivalt
erbgeneralasa  valtozik végstadiumu  szivelégtelenségben, mely modosithatia Ca*'-
érzékenyitok hatasait mind fiziologias, mind kontroll, mind iszkémiés koriilmények kozott.
Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az izolalt szivizomsejteken végzett erémérés, a
szivizom fehérjéinek vizsgalatara alkalmazott molekularis biologiai mdodszerekkel egyiittesen,
megbizhatd, érzékeny és értékes modszer a szivelégtelenség kialakuldsa soran végbemend

valtozasok kovetésére.
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