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Bevezetés

BEVEZETES

A manapsag is elfogadhatatlanul magas mortbiditassal és mortalitassal jaro
kronikus szivelégtelenség (CHF) kiemelkedd fontossagu népegészségiigyi
problémat jelent a fejlett tdrsadalmakban. Az ) terapids eszkozok, valamint a
napjainkban atértékelt kezelési stratégiak ellenére a CHF pognozisa tovabbra is
rossz. Ezek a konyortelen tények egyértelmlien kihangsulyozzak a CHF
patomechanizmusdnak  mélyebb  megismerésére  iranyuld  kutatdsok
sziikségességét. Az ) felismerések lehetové tehetik a jelenlegi kezelések
hatdkonysaganak novelését, tijabbak kifejlesztését.

A végdisztolés telddés emelkedése a myocardium kontraktilitasanak
novekedését eredményezi. A Frank-Starling térvény szabalyozasdban résztvevo
mechanizmusok azonban még nem teljesen ismertek. Szamos mechanizmus
szerepét feltételezik, mint példaul a troponin C szarkomerhossz (SL)-fiiggd
kalcium érzékenység-fokozodasa, valamint a nyujtas kovetkeztében lecsokkent
aktin-miozin tavolsadg és ennek kovetkeztében az aktin-miozin kolcsonhatas
valoszintiségének ndvekedése. Tovabba, a passziv tenzid valtozasai mind direkt,
mind indirekt médon hatéssal lehetnek az aktin-miozin kolcsonhatdsra. A sziv
pumpafunkcidja CHF-ben nagymértékben megvaltozik. A Frank-Starling
mechanizmus, valamint a myofilamentumok kalcium érzékenységének CHF-ben
feltételezett valtozasaira vonatkozd ismereteink ellentmondasosak. A
kontraktilis fehérjék mennyisége, eloszlasa €s foszforilacios allapota szintén
nem tisztdzott. Példaul, a miozin konnytilanc 2 (MLC2) mennyiségének
csokkenését és foszforilacids allapotainak kiilonféle eltéréseit irtak le CHF-ben.
Az MLC2-r8l ismert, hogy foszforilacidja a Ca®" érzékenység emelkedésével
jar, igy az MLC2 foszforilacids szintjének alakulasa CHF-ben a kontraktilis erd
meghatarozasanak szempontjabol kiemelkedd fontossaggal bir. Szintén
megemlitendd, hogy korabbi vizsgalatok a szivizomsejtek elektromos €s passziv

mechanikai tulajdonsdgainak regionalis eltéréseit igazoltdk. Munkank soran
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ezért a stretch-fliggd mechanikai tulajdonsagok kontroll €s szivelégtelen szivben
torténd vizsgalata sordn figyelembe vettilk a myofilamentumok szivizomfalban
valo elhelyezkedését is.

A vastag filamentumok alkotérészeként ismert kardidlis myozin-koté C-
fehérje (cMyBP-C) kizarélag a szivben expresszalddik. Specidlis foszforilacios
helyek mellett az aktin, a titin és a miozin szamara is rendelkezik kotohellyel. A
tobbi szarkomerfehérjével 1étesitett tobbszoros kapcesolat a fehérje szerkezeti és
szabalyozasban betoltott szerepét valdsziniisiti. A cMyBP-C human génjének
mutacioit valoban kimutattak a familaris hypertrophids cardiomyopathia egyes
eseteiben. Mindezek ellenére a cMyBP-C szerepe a kontraktilitds
tovabbra is ellentmondasos. Korabbi vizsgalatokban a cMyBP-C funkcidjanak
gatlasa kovetkeztében a myofilamentumok Ca*"ra adott valaszkézsége nétt, nem
valtozott, vagy éppen csokkent. A protein kinaz A (PKA) szamos kontraktilis
fehérje mellett a cMyBP-C-t is foszforildlja, a foszforilaci6 pedig a
myofilamentumok Ca*"-érzékenységének csokkenésével jar. A cMyBP-C PKA-
foszforilacigjardl kimutattdk, hogy modositja mind a fehérje aktinnal és
miozinnal valé kdlcsonhatasat, mind pedig a miozin-ATP4z aktivitasat. A nativ
cTnl helyettesitése a PKA-val nem foszforolalhatd lassu vazizom tipustt Tnl
izoformaval (ssTnl) a PKA Ca’-érzékenységre gyakorolt hatasanak
megsziinését eredményezte. Ennek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
a PKA aktiv myofilamentum kontraktilitasra gyakorolt hatisa kizarélag a cTnl-n
keresztiil érvényesiil, annak kozvetitésében a cMyBP-C nem vesz részt. Ezzel
szemben a Carrier €s munkatarsai altal létrehozott cMyBP-C knock out egér
modell a bal kamrai relaxacié egyértelmii zavarat mutatta. Ez a megfigyelés
felveti a Ca’’-szenzitizaci6 c¢cMyBP-C hianyaban bekovetkezé valtozasanak
lehetésegét.

Klinikai vizsgalatok bizonyitottdk a pozitiv inotrop levosimendan hatdkonysagat

a szivelégtelenség kezelésében. Kardidlis hatdsmechanizmusként szédmos
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kiilonboz6 lehetéség (pl. Ca*"-érzékenyités, foszfodieszteraz (PDE)-gatlas,
intracellularis cAMP szint emelkedés) vetddott fel. A levosimendan inotrép,
Ca”"-érzékenyité, valamint PDE-gatld hatdsainak Osszehasonlitasa egy PDE-
gatld vegylilet, az enoximone hasonld tulajdonsdgaival a terapiasan relevans
koncentracio-tartomanyban tovabbi ismereteket szolgéltathat a levosimendan
hatdsmechanizmusarol. Tovabba a levosimendan ~80 oras felezési i1dovel
rendelkezd metabolitjdnak, az OR-1896-nak vizsgdlata magyarazatot
szolgaltathat a levosimendan beadasat kovetden megfigyelhetd elhuzodo

hemodinamikai hatasok kialakulasanak okara.
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CELKITUZESEK

Myofilamentumok funkciondlis ¢és szerkezeti jellemzoéit vizsgaltuk annak
érdekébem, hogy a kronikus szivelégtelenség kiilonboz6 patofizioldgiai €s
terdpids aspektusait jellemezziik. Kiilonboz6 élettani €s biokémiai mddszerek
alkalmazasaval kisérletes munkank sordn a kovetkezO problémakkal

foglalkoztunk:

1. A Frank-Starling torvény szivelégtelenségben

- A passziv és aktiv kontraktilis tulajdonsagok stretch hatasara bekovetkezo
valtozasai kozott 1évéd  Osszefiiggések vizsgalata figyelembe véve a
szivizomfalon beliili lokalizaciot.

- A kontraktilis fehérjék hattérben allo lehetséges valtozasainak azonositasa.

- A myofilamentumok stretch-re adott valaszdnak Osszehasonlitdsa kontrol és
szivelégtelen patkany szivekben.

1. A cMyBP-C szerepe a myofilamenumok kontraktilitdsdanak szabdlyozdsdban

- A myofibrillaris kontraktilitds in vitro jellemzése a kardialis MyBP-C teljes
hidnya esetén knock out egér modellben.

- A cMyBP-C szerepének vizsgalata a myofilamentumok aktiv és passziv
kontraktilis tulajdonsagaiban stretch, illetve PKA foszforilacido hatisara

bekovetkezd valtozasok l1étrejottében.

I11. Levosimendan és OR-1896 — hatdsmechanizmus a myocardiumban

- A levosimendan és az OR-1896 inotrop, Ca’’-érzékenyitd és PDE-gatlo
hatdsainak 0sszehasonlitdsa tengerimalac szivben.

- A vegyliletek teripidsan relevans plazmakoncentraciok esetén feltételezhezd

myocardialis hatdsmechanizmusainak feltarasa.
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IV. Levosimendan és enoximone — Ca” " -érzékenyités és PDE-gdtlds
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- A levosimendan ¢€s az enoximone kontraktilis hatasdnak myofilamentum ¢&s
szervszintli parhuzamos meghatarozasa, valamint PDE-gatld potencialjuk
vizsgalata.

- A megfigyelt funkciondlis tulajdonsagok ismeretében a myocardialis inotropia

mechanizmusaiban 1évd eltérések meghatarozasa.
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MODSZEREK

Kisérleti allatok, allatmodellek

Az ischaemids szivelégtelenség modelljeként patkany szivizmot vizsgéltunk 14
héttel myocardialis infarctust koévetéen. A cMyBP-C myofilamentumokra
kifejtett hatasat a fehérjét nem expresszal6 knock out egér modellben
tanulmanyoztuk. A farmakologiai vizsgalatokat tengerimalac sziveken végeztiik.
Izolalt sziv preparatumok

Langendorff-sziv

Az aortat kantilalva a szivet retrogrdd perfundaltuk. A bal kamraba helyezett
latex ballonnal regisztraltuk az izovolumetrids bal kamrai nyomast. A
+ dP/dt .-t allandd koronaria-aramlas as szivfrekvencia mellett szamitottuk ki.
A levosimendant és az OR-1896-ot kumulativ modon adtuk a modositott
Tyrode-oldathoz.

Working heart prepardtumok

Allandé pitvari toltényoméas és bal kamrai utéterhelés mellett az aorta- és
koronaria-aramlast, valamint a szivfrekvenciat mértiik. Perfuzios oldatként
modositott Krebs-Henseleit puffer (KHB) oldatot hasznaltunk, melyhez a
vizsgalt vegylileteket kumulativ médon adtuk hozza.

Eromérés izolalt myocyta preparatumokon

Myocyta izoldlas ds rogzités

A myocyta méretli permeabilizalt prepardtumokat enzimatikus vagy a
fagyasztott szovetmintdk esetén mechanikai izolalast kovetden detergenssel
tortént kezeléssel allitottuk el6. Ezutan a membréanjaitdl megfosztott
szivizomsejteket szilikon- vagy optikai ragasztoval folyamatos mikroszkopos
video ellendrzés mellett nagyérzékenységii erdmérohoz rogzitettiik.

Oldatok
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A kiilonb6zé6 Ca*'-tartalma aktivalé oldatokat a relaxald és a maximalis
aktivaciot kivalto Ca®* puffer oldatok megfeleld aranyu keverésével allitottuk

elo.

Kisérletes protokoll

A myofilamentumok kontraktilis tulajdonsdgainak meghatdrozasahoz két eltérd
protokollt hasznaltunk. Az els6 esetben a passziv erdé méréséhez a sejtek
szarkomerhosszat relaxalé oldatban a nyugalmirdl fokozatos nytjtds soran
2,3 um-re noveltiikk. Az izometrikus kontraktardk kivaltasahoz a sejteket egy
mikrokapillaris hegyéhez pozicionaltuk és kiilonb6z6, emelkedé Ca®'
a myocytat a relaxalo oldatbol Ca®" tartalmu oldatba vittiik at. Ebben az
elrendezésben az erd amplitadojat slack-teszttel allapitottuk meg. Az aktiv erd
meghatarozasat ugy végeztik, hogy a kiilonbozé Ca®" tartalmu oldatokban mért
er6bdl levontuk a relaxalo oldatban mért passziv eréértéket.

A szubmaximalis aktivaciondl mért erdket a maximalis erdértekekre
normalizaltuk. Az aktiv er [Ca’"] fiiggését az izometrids erégeneralas Ca’'-
érzékenységével (pCaso) jellemeztiik. A Ca®™ érzékenység stretch indukalta
emelkedését vagy PKA kezelés okozta csokkenését a pCas, valtozasaként
(ApCasp) adtuk meg.

Vizsgdlt vegyiiletek, PKA

A levosimendant ¢és az OR-1896-ot az Orion Pharma biztositotta. Az
enoximone-t és a PKA katalitikus alegységét a Sigma-tol szereziik be.
Biokémiai vizsgalomodszerek

SDS-PAGE

A titintartalom és —izoformak vizsgalatat 2,5—7 %-os acrylamide gradiens gélen
végeztikk. A cTnl vizsgalatdhoz a teljes szivizom-homogenizatumot 15 %-os
SDS-PAGE-el szeparaltuk. A fehérjéket Coomassie blue festéssel vagy
specifikus antitestek és ECL-alkalmazéasaval tettiik lathatova.

Western immunoblot
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A frissen eltavolitott szivizomszovet MLC ¢s Tnl oOsszetételének vizsgalatara
urea gélen vagy SDS-PAGE-el tortént szeparalast kovetéen Western
immunoblotot hasznéaltunk. Az MLC2 izoformakat specifikus kardialis MLC2-
ellenes antitestekkel mutattuk ki. A teljes Tnl tartalmat és a PKA foszforilalt

cTnl-t specifikus antitestekkel és ECL-lel hataroztuk meg.

Real-Time Quantitative RT-PCR

A RT-PCR-t ssTnl ¢és cTnl specifikus primerekkel végeztik. A mRNS-ek

abszolut szintjét a klonozott ssTnl és cTnl higitasi soraibol végzett RT-PCR-ok

standard gorbéinek alapjan szintén meghataroztuk.

Foszfodieszterdz-aktivitds mérések

A PDE IlI-at és PDE IV-et tengerimalac szivbdl, humén vérlemezkébdl és egy

humédn myeloid leukaemia promonocyta sejvonalbol (U-937) izolaltuk. A

levosimendan, az OR-1896 ¢és az enoximone PDE-gatldé potencialjat a

[PH]JcAMP hasitasa soran keletkezd [’H]5’AMP mennyiségének folyékony

szcintillacids mérésével hataroztuk meg.

Adatelemzés

A szigmoid lefutast Ca*"-er6 fiiggvényt modositott Hill-egyenlettel illesztettiik:
F = Fyp([Ca2 TM/([Cago ™1 + [Ca2 il

, ahol F az adott [Ca2+] esetén mérheto erd; F .« az ero telitd [Ca2+] mellett; Cas

(vagy pCas)) azt a [Ca’]-t adja meg, amelynél az F=F,,/2 (a

myofilamentumok Ca*'-érzékenységének mértéke) és nHill a Hill konstans,

mely az eré-pCa 0Osszefliggés meredekségével ardnyos és a kontraktilis

apparatuson beliili kooperativitast jellemzi.

A eredményeket atlagtS.E.M. formaban adtuk meg. A statisztikai szignifikancia

hatdra P<0,05 volt. A szadmitisokat egy-vagy kétoldalad ANOVA analizis,

Dunnet’s two-tailed teszt, Student paratlan t-préba, Wilcoxon signed-rank teszt

¢s Holm-Sidak t-teszt megfelel6 alkalmazéasaval végeztiik.
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A KONTRAKTILIS PARAMETEREK SZiVIZOMFALON BELULI
STRETCH-FUGGO SZABALYOZASA PATKANY SZIVBEN ES ANNAK
VALTOZASA MYOCARDIALIS INFARCTUST KOVETOEN

EREDMENYEK

Szubepikardialis (EPI) és szubendokardialis (ENDO) rétegbdl szarmazo izolalt,
nyuzott szivizomsejtek stretch-fiiggd kontraktilis paramétereit vizsgaltuk és
azok Osszehasonlitasat végeztiik sham, valamint myocardialis infarctuson atesett
(PMI) patkany szivekben. A myofilamentumok Ca**-érzékenységét (pCaso)
1,9 um ¢és 2,3 um SL mellett, izometrikus koriilmények kézott hataroztuk meg.
1,9 um-es SL esetén a sham és a PMI szivek falrétegeinek Ca’'-érzékenységei
kozott nem taldltunk szignifikans eltérést (sham EPI: 5,604+0,03, sham ENDO:
5,60+£0,01, PMI EPI: 5,59+0,03, PMI ENDO: 5,62+0,02). Ezzel szemben a
szarkomerek nyujtasa 2,3 pm-re a sham ENDO sejtekben nagyobb Ca®'-
érzékenység emelkedést okozott, mint a sham EPI sejtekben (ApCasy: 0,24+0,02
¢s 0,1140.01). Erdekes modon, a stretch-indukalta Ca**-érzékenyités a PMI
szivek megfeleld rétegeiben azonos volt (ApCasy: 0,14+0,01 és 0,14+0,01).
Tovabba, a myofilamentumok steady-state fesziilését is meghataroztuk
olymodon, hogy a sejteket relaxald oldatban nyugalmi hosszukrol 2,3 pm-es SL-
re nyugjtottuk. Mind a sham, mind pedig a PMI szivekben az ENDO sejtek
merevebbeknek bizonyultak az EPI sejteknél (sham EPI: 4,34+0,2, sham ENDO:
8,3£0,4, PMI EPI: 4,8+0,5, PMI ENDO: 8340,9 (mN/mm’-ben)). A titin
vizsgalata nem mutatott ki izoforma eltérést a két réteg kozott. Ehelyett a fél-
szarkomerre jutd titin molekuldk szaméiban (melyet a titin/MHC arannyal
jellemeztiink) egy szivizomfalon beliili gradienst talaltunk. Ez az arany mind a
sham, mind a PMI szivek EPI rétegében alacsonyabb volt (sham EPI: 0,22+0,02,
sham ENDO: 0,31+0,02, PMI EPI: 0,26+0,02, PMI ENDO: 0,34+0,03).

A szarkomer kiilonbozé szabdlyozofehérjéinek foszforildcios allapotat is

vizsgaltuk a sham és PMI szivek bal kamrainak szabad falaban. A fehérjéket (a
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~1,9 um-es és a ~2,3 um-es SL-nek megfeleld allapotaikban) 1 perces nyujtast
megeldézéen és azt kovetden vizsgaltuk. A troponin I PKA foszforilacids
szintjében a vizsgalt csoportok kozott nem tapasztaltunk eltérést. Tovabb4, urea
gélen tortént szeparacid segitségével a miozin konnytilanc 2 négy kiillonbozo
formajat (két kamrai izoformat, VLC2a-t és VLC2b-t, valamint azok foszforilalt
formait, P-VLC2a-t és P-VLC2b-t) tudtuk elkiiloniteni. A VLC2a foszforilacios
szintje alacsonyabb volt a PMI szivek ENDO rétegében, mint a sham
szivekében. A molekula foszforilacios szintjét a nyajtas egyik mintdban sem
befolyasolta. Masrészt, a nytjtds a VLC2b forma foszforilaciojanak kifejezett
emelkedését eredményezte az ENDO-sham sejtekben, mely emelkedés az

ENDO-PMI sejtekben nem volt megfigyelhetd.

MEGBESZELES

A Frank-Starling torvény molekularis hatterének jobb megértése érdekében
munkank sordn egészséges ¢és szivelégtelen szivekbdl szarmazo szivizomsejtek
hosszfiiggd kontraktilis tulajdonsagait jellemeztiik, figyelembe véve a sejtek
elhelyezkedését a bal kamra szabad falan belill. A stretch indukalta Ca®'-
szenzitizacido (ApCasg) €s a 2,3 um-es SL esetén kialakulod passziv erd kozott
figyelemre méltd Osszefiiggés volt kimutathatd. A sham szivekben a 2,3 pm-es
SL esetén mérhetd passziv erd és a stretch-indukalta Ca*"-szenzitizacié mértéke
kozott pozitiv korrelaciot tapasztaltunk. Ezzel szemben, a PMI szivek ENDO
rétegének csokkent stretch-szenzitizacidja a pozitiv korreldciot megsziintette.
Tovabba, vizsgaltuk a kiilonb6z6 szarkomerfehérjék foszforilacios allapotait,
hogy magyardzatot talaljunk a sham szivek bal kamrai szabad falaban 1évd
stretch-szenzitizacié gradiens hatterére ¢és annak PMI szivekben tapasztalt

valtozasara.

Szivizomfalon beliili kontraktilis tulajdonsagok és a passziv eré
Munkank soran elsé alkalommal mutattuk ki a passziv és aktiv mechanikai

tulajdonsagok szabad kamrafalon beliili gradienseit, melyek a szivelégtelen,

10
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remodellacion atesett szivben jelentdsen karosodnak. A f€l szarkomerre eso titin
molekuldak szamanak emelkedése (melyet a titin/MHC arany jellemzett) jol
korrelalt a myofilamentumok fesziilésének szivizomfalon belil megfigyelt
gradiensével. A jelen vizsgalat tovabba megerdsitette azt a korabbi megfigyelést
is, hogy a kontraktilis apparatus Ca®'-érzékenysége sokkal inkabb a stretch
indukalta passziv erd, semmint az SL valtozasaval all osszefiiggésben. A titin
Frank-Starling mechanizmusban bet6ltott szerepe az aktin-miozin tavolsag
csokkenetése kapcsan mar kordbban felvetddott.

A szivciklus alatt az SL kamrafalon beliili véltozdsaira vonatkoz6 ismeretek
hianyosak. Feltételezik, hogy telddéskor a szubendokardidlis szarkomerek
megnyulasa a szubepikardialisakét meghaladja, igy a végszisztolés allapotban
eredetileg megfigyelhetd inhomogén falon belili SL eloszlas homogénebbé
valik. Emellett az endokardiumban magasabb keriileti fesziilést és ejekcids
frakciot talaltak. Ezekkel a megfigyelésekkel 6sszhangban eredményeink arra

utalnak, hogy a heterogén sejtszintli mechanikai tulajdonsagok hozzajarulhatnak

crer

Stretch indukalta Ca’'-szenzitizaci6 és a regulatérikus MLC2
foszforilacioja

Ismert, hogy a kardialis troponin I PKA foszforilaciéja csokkenti a Ca*'-
erzekenyseéget ¢és feltételezik, hogy noveli a myofilamentumok szarkomerhossz-
fliggd aktivaciojdnak mértékét. A vizsgalt mintdinkban talalt azonos cTnl
foszforilacio azonban arra utal, hogy a cTnl nem jatszik meghatarozo szerepet a
stretch indukélta Ca®'-érzékenyités szabalyozasaban. Ehelyett a szivizomban a
vastag filamentumok stretch hatasara l1étrejové szerkezeti valtozasait
feltételeztiik. Kisérletes adatok arra utalnak, hogy a stretch-fliggd aktvcido nem
magyarazhatd kizarolag az aktin és miozin kozotti tdvolsag (lattice spacing)
csokkenésével, hanem abban mas szabalyozasi mechanizmusok is részt vesznek.

fgy egy olyan passziv tenzid altal aktivalt szignalizacids utvonal létezését

11
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feltételeztiik, melynek hatdsa a stretch altal a lattice spacingben okozott
valtozashoz hozzaadodik.

Kisérletes koriilményeink kozott a nagyobb stretch indukalta Ca®'-
szenzitizacidhoz a VLC2b foszforilacidjanak lokalizacio-fiiggd emelkedése
tarsult. Ez az eredmény egybecseng azzal a korabbi megfigyeléssel, hogy a
miozin konnylilanc kindz (MLCK) foszforilaja az MLC2-t ¢és a
myofilamentumok MLCK  kezelése a Ca’’-érzékenység emelkedését
eredményezi. Lehetséges mechanizmusként felvetédott, hogy emelkedik az
aktinnal kolcsonhatasba 1épni képes miozinfejek szdma. Az MLC foszforilacio
eldsegitheti a S1 miozin szubfragmentum eltavolodasat a vastag filamentum
gerincétdl a vékony filamentumok irdnydba. Kordbbi eredményeink alapjan,
miszerint az MLCK szenzitizalja a myofilamentumokat, feltételezziik, hogy a
stretch egy mindeddig azonositatlan mechanizmuson keresztil az MLC2

foszforilaciojahoz vezet.
Stretch-szenzitizacio és kronikus szivelégtelenség

A szivelégtelenség kialakuldsa sordn végbemend myocardidlis remodeling
hatassal van erre a reguldcids mechanizmusra, mint ahogy az megnyilvanult a
szivelégtelen = myocardium  szubendokardialis  rétegében a  VLC2b
foszforilaciojanak és a stretch-szenzitizacionak parhuzamosan bekovetkezd
csokkenésében. A passziv er6 és a stretch-indukalta Ca®'-szenzitizacio mértéke
kozotti pozitiv korrelacidé megsziinése az ENDO-PMI myofilamentumokban
végbemend funkciondlis valtozasokra utalt. Ezt a felvetést a VLC2b
foszforilaciojdnak ENDO-PMI myofilamentumokban megfigyelt csokkenése
alatamasztotta. A VLC2b foszforilacidja és a stretch-indukalta Ca®*'-
szenzitizacid0 meérteke kozti  Osszefliiggés a VLC2b  Frank-Starling
mechanizmusban betoltott fontos szerepét valoszintisiti. Feltételezhetd tovabba,

hogy a remodeling folyamata a myofilamentumok kontraktilitasdnak stretch-
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Kontraktilis sajatsagok a szivfalban

fliggd szabalyozasat els6sorban a myocardium szubendokardialis rétegében

befolyasolja.
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A cMyBP-C szerepe a myofilamentumok aktivaciojaban

MYOFILAMENTUM AKTIVACIO KARDIALIS MIOZIN KOTO C
FEHERJE HIANYOS HIPERTROFIAS EGER MODELLBEN: A
SZARKOMERHOSSZ ES A PKA FOSZFORILACIO HATASA

EREDMENYEK

Els6ként a myocytdk passziv mechanikai tulajdonséagait vizsgaltuk cMyBP-C
hidnyos fiatal (~5 hetes, KO-5) és felndtt (~55 hetes, KO-55) egerekben, melyek
enyhe vagy sulyos foku hipertrofiat mutattak. Azonos kora WT és KO egerek
esetén nem volt kiilonbség a 2,3 um SL esetén mért passziv erd nagysagaban. A
passziv tulajdonsagokat PKA stimulaciot kovetden is vizsgaltuk. A cTnl alap
foszforilacios szintjét és a tovabbi PKA foszforildcio mértékét Western blottal
értékeltiik. Utobbi a WT ¢és KO sejtekben hasonlonak bizonyult (27 és 30%).
Korabbi vizsgalatoknak megfeleléen a PKA kezelés mind a WT, mind a KO
sejtekben csokkentette a passziv erét. Ezutan az SL-fliggd aktiv kontraktilis
tulajdonsagokat hasonlitottuk 6ssze a WT és KO bal kamrai myocytakban.
1,9 um-es SL esetén a KO szivizomsejtek mindkét korcsoportban magasabb
Ca2+—érzékenységet mutattak (P<0,01, a pCas, értékei rendre 5,79+0,03,
5,77+0,01, 5,87+0,02 és 5,85+0,01 voltak a WT-5, WT-55, KO-5 és KO-55
egerekben). Az SL névelése 2,3 um-re, a [Ca’']-tenzio Osszefiiggés balra
tolodasat eredményezte (ApCasp). 2,3 pm-es SL-nél a pCasp-ben nem volt
szignifikans eltérés a WT és KO csoportok kozott. Az SL-fiiggd aktivacid
mértéke azonban a KO myofilamentumokban csokkent a WT-hoz viszonyitva.
Ez a hatas kifejezettebb volt a felnétt (pCa egységekben, WT-55=0,23+0,01,
KO-55=0,16+0,01), mint a fiatal egerekben (WT-5=0,184+0,02, KO-5=
0,14+0,01). A cMyBP-C hiany a [Ca®']-tenzié gorbe meredekségét csokkentette
mindkét SL-nél. Ezt a KO myofilamentumokban a Hill koefficiens alacsonyabb
értéke mutatta, bar KO-5 egerekben az alacsony (1,9 um) SL mellett a valtozas

nem volt szignifikans (P=0,17). A maximalis erdértékekben nem volt eltérés
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sem a WT ¢és KO csoportok kozott, sem pedig a kiilonb6zé SL-ek €s életkorok
esetén.

A PKA-val preinkubalt myofilamentumok Ca* -érzékenységét 1,9 pm és 2,3 um
SL-knél hataroztuk meg €s a korabban kontol sejteken mért értékekkel vetettiik
0ssze. A WT myocytak PKA kezelése mindkét SL ¢és életkor esetén ~0,13 pCa
egységgel jobb irdnyba tolta el az erd6-pCa gorbét, ami a myofilamentumok
Ca’"-ra bekovetkezett deszenzitizacidjat jelezte. A Ca* -aktivacid SL fiiggése
PKA kezelést kovetSen valtozatlan maradt (P<0,01) még akkor is, ha azt Ca®*
koncentracioként (AECsg) fejeztiik ki. KO myocytdkban a PKA foszforilacio
csak ~0,03-0,04 pCa egységgel csokkentette a pCasg-et €s szignifikans hatast
csak 1,9 um SL-nél,a KO-5 allatokban okozott, ahol a pCas, csokkenése 0,07
pCa egység volt (P=0,012). A maximalis er6értekek nem valtoztak, a KO
myofilamentumok Hill koefficiens értékei pedig a WT-¢hoz hasonld mértékben
novekedtek.

A Tnl expresszigjadt a WT és a KO szivizomsejtekben Western blottal és a
vazizom tipust, valamint a a kardialis Tnl-t egyarant felismerd antitesttel
vizsgaltuk. A KO myocardiumban, kiilondsen a fiatalabb allatokban a Tnl egy uj
savja jelent meg, melynek molekulatomege hasonlit a soleus izomban talalhaté
ssTnl 1izoformaéhoz. Mintainkban az ssTnl csak az dsszes Tnl 1% ¢€s 4%-at tette
ki a WT-5,6s WT-55 egerekben, illetve 24% ¢és 7%-ot a KO-5 és KO-55
egerekben. Az ssTnl és cTnl mRNS-ének kvantitativ RT-PCR-ral meghatarozott
mennyiségei nem kiilonboztek a WT ¢és a KO 4llatok kozott és fiiggetlenek
voltak az ¢letkortdl. A crossing point (CP), melyet az mRNS szintézis
jellemzdjeként hasznaltunk nem mutatott valtozast a KO egerek egyik
csoportjaban sem, mikor azt a WT-hoz viszonyitottuk. A c¢Tnl ¢és az ssTnl CP
értékei rendre 24,5+1,2 és 30,4 +0,8 voltak jelezve, hogy a cTnl mRNS-ének
mennyisége az ssTnl mRNS-ének mennyiségénél hozzavetdlegesen 125-sz0r
magasabb. Tovabb4, a kontraktilis paramétereket (az ECs, azaz a félmaximalis

144 . 4 4 4 . 4 2+ 4 4 4 . r
er6 kivaltasdhoz szilikséges Ca” koncentraciot és a PKA indukalta
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myofilamentum deszenzitizaciot) az ssTnl tartalom fliggvényében fejeztiik ki. A
kapott 6sszefiiggések elemzése nem mutatott kapcsolatot a PKA kezelést kdvetd
kontraktilis paraméterek €s az ssTnl mennyisége kozott. A myofilamentumok
Ca’'-szenzitivitasa mindkét SL esetén inkabb a cMyBP-C jelenlétével mutatott

Osszefiiggést.

MEGBESZELES

Vizsgalatunk soran a kiilonb6z6 korua €s eltérd sulyossagu hypertrophidt mutato
cMyBP-C KO ¢és WT egerekbdl szarmazd kardidlis myofilamentumok
kontraktilis tulajdonsagait jellemeztiik. A Ca®*'-szenzitivitds megvaltoztatdsara
fiziologiailag relevans modszereket, nyuajtast és PKA  foszforilaciot
alkalmaztunk.

A cMyBP-C KO egérben alacsony SL esetén megfigyelt Ca* -érzékenység
novekedés megfelelt a kordbbi eredményeknek, melyeket a cMyBP-C részleges
kivonasa soran kaptak, és a két ¢€letkorban hasonld volt, tehat nem fliggott a
kardialis hypertrophia mértékétél. Mint azt kordbban szivizomban az MLC2
foszforilacioja kapcsan mar leirtak, a Ca’'-érzékenység novekedése és a
kooperativitas csokkenése a miozin fejek nagyobb flexibilitdsaval és csokkent
rendezettségével allithatd parhuzamba. A Ca®’-érzékenység 1,9 pm SL-nél KO
egeérben tapasztalt emelkedése az erd-pCa gorbe meredekségének csokkenésével
parosul, mely a miozin kapcsoldédés kooperativitdsanak csokkenését tiikrozi,
alatamasztva ezzel a cMyBP-C meghataroz6 szerepét a miozinfejek rendjének
¢és mozgasainak szabalyozasiban. A Ca’'-érzékenység cMyBP-C-t6l vald
fliggése megegyezik azoknak a korabbi vizsgéalatoknak az eredményivel, melyek
soran a cMyBP-C normdlis funkcidjat S2 vagy CIC2 fragmentumok
alkalmazasaval, a MyBP-C csonka formdjaval tortént helyettesitésével vagy a
protein részleges kivonasaval gatoltdk. Eredményeink azonban -ellentétben
allnak egy masik, a cMyBP-C egy csonka form4jat expresszalo KO egér modell

vizsgalata soran nyert eredményekkel. Az itt bemutatott megfigyelések felvetik
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annak lehet6ségét, hogy a vizsgalatok soran tapasztalt Ca®'-érzékenységbeli
eltérésekért, legalabbis részben, az alkalmazott eltérd SL-k tehetdk feleldssé.
Ugy tiinik, hogy a cMyBP-C egy stretch altal szabalyozott médon befolyasolja
a Ca’'-érzékenységet. A nornalis szerkezetli ¢cMyBP-C hianyaban a Ca®'-
érzékenység mar eleve magas, igy a szarkomerhossz tovdbbi novelésének
lényegesen kisebb hatasa van. Megfigyeléseinkkel megegyezéen a cMyBP-C
hidnydnak hatasa a korabbi vizsgalatokban is leginkdbb alacsony SL-k mellett
nyilvanult meg. Ilymoédon feltételezhetd, hogy a ¢cMyBP-C manipulalasanak
hatdsa a stretch-el csokken, esetleg meg is szlinik. A bemutatott eredmények
tovabb erdsitik a cMyBP-C myofilamentalis szabalyoz6 szerepét valosziniisito
véleményeket. A cMyBP-C foszforildcigja Onmagiban is csokkenti az
interfilamentalis tavolsagot. Emellett, mivel a cMyBP-C képes kolcsonhatasba
Iépni mind a titinnel, mind a miozinnal, a vazizomban megfigyeltekhez
hasonloan képes lehet, legalabbis részben, atvinni a miozin fejekre a titin
nyujtasa soran kialakulo6 passziv erdt.

A Konhilas és mtsai. (2003) altal kimutatott PKA hatas az SL-fliggé aktivaciora
a jelen tanulmanyban nem nyert megerdsitést. Kisérleteinkben a PKA
foszforilacionak, a cTnl foszforildcigjdnak azonos mértékii emelkedése ellenére
a WT és KO allatokban, szinte nem volt hatdsa a Ca*'-érzékenységre a KO
myocytakban egyik SL esetén sem. Ez egybecseng Yang ¢s munkatarsai (2001)
megfigyelésével, akik az izoproterenolra adott valasz csokkenését talaltdk a
cMyBP-C egy olyan mutans formajat expresszald egérben, amelybdl hianyzott
mind a titin, mind a miozin C-terminusra lokalizalt k6tédési helye. Az eltérés
oka nem tisztazott, de szerepet jatszhatnak mind a mérdmodszerek kiilonbsegei,
mind a PKA foszforilacio alapszintjének eltérései.

Az ssTnl atmenetileg expresszalodik a szivfejlédés sordn, az egérben a korai
embrid stddiumban az ssTnl a meghatarozé izoforma. Az ssTnl tovabba
kiilonb6zd patologids modellekben is reexpresszalodik, ami felveti a B-adrenerg

2+ 4 r M4 * r 144 4 r . L4
Ca“ -deszensitizacioval szembeni védd szerepét. Eredményink alapjan az ssTnl-
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nek a megtartott expresszidja vagy reexpresszioja volt megfigyelhetd a fiatal
allatokban, mely a kor elérehaladtaval megsziint. Az RT-PCR analizis azonban a
KO ¢és a WT allatokban mindkét életkorban hasonl6 mRNS szinteket mutatott,
mely poszttranszlacios szabalyozast valdszinisit. A myofilamentumok PKA
deszenzitizdcigjdnak mértéke nem mutatott Osszefiiggést az  ssTnl
expresszidjaval. Igy nem tiinik valészinfinek, hogy a megfigyelt hatdsokért az
ssTnl a felelds, azok sokkal inkabb a cMyBP-C hianydhoz kapcsolhatéak. Az
elhanyagolhato ssTnl hatas magyarazataként a fehérje nem kielégitd expresszios

szintje vagy a szarkomerekbe torténd nem megfeleld beépiilés meriilhet fel.
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A levosimendan és az OR-1896hatasai tengerimalac szivben

A LEVOSIMENDAN ES AZ OR-1896 IZOLALT SZiVRE, NYUZOTT
MYOCYTA PREPARATUMOKRA ES FOSZFODIESZTERAZ
ENZIMEKRE GYAKOROLT HATASA TENGERIMALACBAN

EREDMENYEK

A levosimendan ¢és az OR-1896 hatasa Langendorff-sziven allando
szivfrekvencia és koronaria-aramlas esetén

A szivizom kontraktilitasat a bal kamrai nyomasgorbe elsé derivaltjdnak pozitiv
csucsértekével (+ dP/dty.) jellemeztik. A + dP/dt,.,. szermentes alap
atlagértékei a levosimendan ¢és az OR-1896 csoportokban rendre
1129485 mm Hgs' és 1239+67 mmHgs' voltak. Ez a paraméter a
levosimendan és az OR-1896 esetében igen hasonld koncentracio-fliggeést
mutatott (n=5 mindkét csoportban). A maximalis vegyiilet altal kivaltott,
alapszinthez viszonyitott relativ bal kamrai + dP/dt,,,, emelkedés (Eyax) rendre
26+4% ¢€s 25+£3% volt (251 nM) a levosimendan és az OR-1896 esetén (P <
0,05), melyekhez az OR-1896-¢énal (25+1 nM) kissé alacsonyabb (P < 0,05)
levosimendan (15+£2 nM) ECs, érték tarsult.

A levosimendan és az OR-1896 Ca’"-érzékenyité hatasa izolalt
permeabilizalt myocytaszeri preparatumokon

A maximélis Ca* -aktivalta erét (P,) szermentes pCa 4,75 Ca*'-tartalmt oldattal,
permeabilizalt myocytakon hataroztuk meg. A keresztmetszetre normalizélt P,
2746 kKN m™ volt (n = 20), mely dsszevethetd a masok altal leirt értékekkel. Az
izometrikus er6t maximalis (pCa 4,75) és szubmaximalis [Ca*"]-k (pCa 5,8, pCa
6, pCa 6,2 and pCa 7) (n = 7-10 az egyes csoportokban) mellett hataroztuk meg,
szupramaximalis (10 uM) levosimendan vagy OR-1896 koncentracidkat
alkalmazva. 10 uM koncentracidban sem a levosimendan, sem az OR-1896 nem
befolyasolta a maximalis (P,, pCa 4,75) vagy a legalacsonyabb Ca®"-aktivélta
er6t (pCa 7) (P>0,05). A hatds elmaradasa pCa 7-nél megfelel a korabbi
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megfigyeléseknek, melyek szerint diasztolés [Ca®’]; mellett a keresztkétések
levosimendan, mind az OR-1896 névelte az izometrikus erét (P < 0,05). A
10 uM levosimendan vagy a 10 uM OR-1896 hidnyaban vagy jelenlétében mért
atlagos eréértékek Hill egyenlettel tortént illsztésével kapott Ca*—erd
Osszefliggés a két vegyiilet azonos Ca’-érzékenyitd tulajdonsagat mutatta. A
kontroll pCas, értéke 5,88+0,01 volt és azonos mértékben emelkedett 10 uM
levosimendan (pCa 5,98+0,03) vagy 10 uM OR-1896 (pCa 5,98+0,02) hatdsara
(P <0,05).

A levosimendan és az OR-1896 koncentracio-fiiggé Ca’’-érzékenyité és
foszfodieszteraz-gatlo hatasai

A levosimendan, illetve az OR-1896 altal kivaltott Ca®'-érzékenyités
koncentracio-fliggését ugyanazon szubmaximalis [Ca®*]-t alkalmazva, a tesztelt
vegyiilet emelkedd koncentracidinak jelenlétében, ismétlddd aktivacidkkal
hataroztuk meg. A szermentes izometrikus eré pCa 6,2 esetén 5,2+1 kNm™ volt
(a P, 19+4%-a) és az izometrias Ca”" kontraktirdk amplitidoja a levosimendan
szermentes alapértékhez viszonyitva, relativ értékként adtuk meg. A
levosimendan C32+—érzékenyit6 hatasa 8+1 nM-os ECs, értékkel és 51+7%-0s
maximalis er6emelkedéssel (Eyax) volt jellemezhetd. Az OR-1896 esetén az
ECs értéke 367 nM, mig a maximalis eré emelkedése 52+6% volt.

A levosimendan és metabolitjanak foszfodieszterdz-gatld potencialjat tisztitott
PDE-izoformakon vizsgaltuk. A vegyliletek emelkedd koncentracioéi a PDE III
aktivitdsat koncentracio-fiiggdé modon csokkentették. A félmaximalis PDE III
gatlast kivalté koncentraciok (ICsy) levosimendan és OR-1896 esetén rendre
2,5 nM és 94 nM voltak. A PDE IlI-hoz hasonloan, az emelkedd levosimendan
vagy OR-1896 koncentraciok a PDE IV aktivitdsat is fokozatosan csokkentették,

a félmaximalis gatlas eléréséhez azonban jelentdsen magasabb koncentraciokra
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volt sziikség. A PDE IV-re vonatkozo ICs, értéke levosimendan esetén 25 uM,
OR-1896 esetén pedig 286 uM volt.

MEGBESZELES

Ez a tanulmany a levosimendan és az OR-1896 pozitiv inotrép hatdsanak
koncentracio-fiiggését hasonlitja 0Ossze a feltételezett, hattérben allo
hatdsmechanizmusok koncentracio-fiiggésével. A szivizom kontraktilis
allapotat a Langendorff-szivekben allando6 preload, szivfrekvencia és koronaria-
aramlds mellett hataroztuk meg. Ilyen korilmények kozott a szivizom
kontraktilitds erésodésének lehetséges modjai a kontraktilis rendszer Ca®'-
érzékenységének emelkedése és/vagy a Ca®" tranziens amplitidéjanak PDE-
gatlas hatasara bekovetkez6 novekedese.

A permeabilizdlt myocyta prepardtumok ¢és az izoldlt PDE izoformék
vizsgalatival a Ca®"-érzékenyitd és a PDE-gatlo hatasok elkiilonitve
jellemezhetéek. A Langendorff-sziveken a levosimendan és az OR-1896 kozel
azonos pozitiv inotrop potenciallal rendelkezett. Szamos korabbi kisérletes
eredmény szolgéltatott bizonyitékot arra, hogy a levosimendan pozitiv inotrop
hatdsdnak kivaltdsahoz nem sziikséges PDE gatlds és az intracelluldris f-
adrenerg utvonal aktivacioja. A protein kinase A (PKA) gatlo KT 5720 p¢ldaul
nem csokkentette a levosimendan 4ltal tengerimalac Langendorff-sziveken
kivaltott pozitiv inotropiat. Emellett a levosimendan 1 uM-ndl alacsonyabb
koncentraciok esetén patkdny és nyul myocytdkban nem ndvelte az L-tipusu
Ca®" aramot (Ic,.). Tovabba, enzimatikusan izolalt tengerimalac myocytakon a
levosimendan az [Ca®']; valtozasa nélkiil, 9 nM-es ECs, érték mellett novelte a
sejtrovidiilés mértékét. Ez az érték jol Osszevethetd a permeabilizalt myocytakon
altalunk mért értékkel (ECso = 8 nM). Kovetkezésképpen, az intakt membrannal
rendelkezd 1zolalt sejteken tapasztalt erOdndvekedés elsdsorban, hacsak nem

. 14 /4 + /4 14 14 /4 .. 14
kizarélagosan, a Ca® -érzékenyités kovetkezménye lehet.
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A human szivizomzat 4 PDE izoenzime(PDE I, 11, III and IV) k6ziil a gyakran a
PDE IlI-at tekintik a pozitiv inotrop hatas kozvetitdjének. Ez a megkozelités az
elvileg PDE IlI-szelektiv vegytletekkel (pl. milrinon) végzett kisérleteken, a G-
poteinnel kapcsolt szignalizacios utvonalak intracellularis
kompartmentalizacidjanak koncepcidjan és/vagy a PDE III latszolagos cAMP-re
vonatkozo6 K, értékén alapul. Kimutattdk, hogy a PDE gatlas csokkenti a cAMP
feltételezett intracellularis kompartmentalizaciojat, ami a kiilonb6z6 PDE
1izoforméak kozott effektiv kolcsonhatds kialakulasat teszi lehetévé. Patkdny és
nyul szivizomsejteken végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy az L-tipusi Ca*’
aram, illetve a pozitiv inotropia cAMP-n keresztiili ndvekedése csak abban az
esetben valdsulhatott meg, ha egyidejlileg legalabb két PDE izoforma allt gatlas
alatt. Kiilonosen a cAMP-re alacsony K,,-mel rendelkezd PDE-krdl (azaz a
PDE III és 1V) mutattak ki, hogy kettds gatlasuk eléfeltétele a PDE dependens
[cAMP]; emelkedés és pozitiv inotropia kialakuldsanak. Egyetlen PDE izoenzim
gatlasa esetén feltételezhetéen a cAMP-t méas PDE izoenzimek lebontottak igy
nem keriilt sor jelentés cAMP emelkedésre és az ezt koveté cAMP-dependens
PKA aktivalodasra. Masrészt, a gyenge PDE szelektivitisu PDE inhibitorok
(PDEI) szivizomsejtekben nagyobb mértéken emelték a [cAMP]-t. A
megallapitast, miszerint a levosimendan és metabolitjanak pozitiv inotrop
hatasdhoz a PDE gétlds nem jarul hozza, aldtdmasztja a vegyiiletek PDE
1zoenzim szelektivitdsa, mely a tobbi PDEI-énél magasabb. Enzimgatlés-
vizsgalatainkban a levosimendan és az OR-1896 PDE IV-hez viszonyitott
PDE III szelektivitasa rendre 10000 és 3000 voltak. A milrinone esetében ez az
érték csupan 14-nek adddott. Ez azonban bonyolulttd teszi a levosimendan
szelektiv. PDE III galtl6 hatasanak mas vegyiiletekkel vald reprodukcidjat
szivizomban. Emellett csak gyenge Osszefliggést talaltunk az OR-1896 altal
kivaltott pozitiv inotropia és a PDE III gatlas koncentracio-fliggései kozott.

gy, a levosmendanénal valamivel alacsonyabb PDE szelektivitasa ellenére a

sokkal inkabba a Ca®*"-érzékenyitéssel, mintsem a PDE gatlassal magyarazhato
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az OR-1896 pozitiv inotrop hatdsa. Human pitvari myocytakon végzett mérések
alapjan feltételezték, hogy az L-tipusa Ca® aram novekedését az 1 uM alatti
koncentraciok esetén a PDE III géatlasa okozza. Az L-tipusi Ca®" 4ram
novekedése azonban az intracellularis Ca>" tranziens emelkedését is maga utan
vonna. Ezzel szemben a levosimendan nem novelte az [Ca2+]i-t végstadiumu
szivelégtelen human szivekbdl szarmazé bal kamrai izomkotegekben. Tovabba,
a levosimendan hemodinamikai hatdsai human kronikus szivelégtelenségben
eltéréek voltak a szimpatikus aktivitds €és a dobutamin, mint szimpatomimetikus
szer hatasaitol. Igy a sziv teljesitményének emelkedése inkabb magyarazhaté a
Ca’"-érzékenyités miatti erésebb szisztolés kontrakcidval, semmint a
szimpatikus kontroll alatt allo szivfrekvencia és [Ca™']; valtozasaival. A fenti
adatok alatdmaszthatjak azt az elképzelést is, hogy a PDE IV izoforma szintén
jelen van €s funkcional az egészséges €s a beteg human kamrai szivizomban. A
PDEIV vagy mas PDE tipusok aktivitdsa igy megakadalyozhatja az
intracellularis cAMP felszaporodasat a levosimendan alkalmazésat kovetden.

Az  egészséges  tengerimalacok  szivizom = preparatumain = végzett
modellkisérleteink részben magyarazatot szolgaltathatnak a levosimendan altal
kivaltott  inotrépia  mechanizmusdval  kapcsolatos  ellentmondésokra.
Feltételezziik, hogy a levosimendan és az OR-1896, PDE III gatlo potencialjaik
ellenére terapids plazmakoncentracidik esetén nem valtoztatjdk meg az
intracellularis cAMP fiiggd szignalttvonalak miikodését, mert nem gatoljak a
PDE IV-et. Az expresszios ¢€s intracellularis lokalizacioban 1év6 eltérések
azonban befolyasolhatjak a kiilonb6z6 PDE izoformak kozotti kolesonhatasokat.
Ennek megfelelden e paraméterek valtozasai az egészséges szivben ¢&s
szivelégtelenségben a szelektiv PDE gatlas kovetkezményeiben bizonyos
mértékll variabilitds alapjaul szolgalhatnak.

Osszefoglalva, adataink alatdmasztjdk azt a hipotézist, hogy a levosimendan és

az OR-1896 pozitiv inotrép hatdsukat a myocardiumban maximalis szabad
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plazmakoncentracioik esetén Ca’’-érzékenyitéként, nem pedig a PDEIII és

PDE IV izenzimek egyidejii gatlasa révén valdsitjdk meg.
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KET POZITIV INOTROP ELTERO HATASMECHANIZMUSSAL: A
LEVOSIMENDAN ES AZ ENOXIMONE KONTRAKTILIS, PDE-
GATLO ES DIREKT MYOFIBRILLARIS HATASAI

EREDMENYEK

Izolalt working-heart: a levosimendan és az enoximone inotrop hatasai

A levosimendan ¢és az enoximone kardidlis pumpafunkciora kifejtett hatdsat
working-heart ~moddban  perfundalt, 1izolalt tengerimalac  sziveken
tanulmanyoztuk. A 3 kisérleti csoportban (kontroll, n = 5; levosimendan, n =7
and enoximone, n=38) az egyes paraméterek alapértékeiben nem volt
szignifikans kiilonbség. A vizsgalt vegyliletet emelkedd koncentracidinak
vizsgalata soran azokat kumulativ mddon adtuk a perfuzios oldathoz. A
levosimendan és az enoximone kardidlis kontraktilitasra kifejtett hatdsait 1 nM
¢s 1 uM kozti koncentracidtartomanyban vizsgaltuk. A szerhatasokat a
szermentes kontrollban, azonos oldoszer-koncentraciok jelenlétében, azonos
1dében mért kontroll értékekhez hasonlitottuk. A 10 nM ¢és az azt meghalado
koncentraciokban a levosimendan szignifikansan novelte az aorta- és koronaria-
aramlast (P < 0.05). Az enoximone bar 1 puM-ig nem befolyasolta az
aortaaramlast, 50nM  és  magasabb  koncentracidknal novelte a
koronariaaramlast. A levosimendan 10nM koncentraciotol  kiindulva
szignifikdnsan ndvelte a perctérfogatot (CO). 50 nM felett a levosimendan
hatasanak telitddése volt megfigyelhetd. A perctérfogat szignifikdns emelkedése
enoximone hatasdra csak 500 nM-ndl ¢és afelett (azaz 1 puM-nal) volt
megfigyelhetd. Az enoximone altal kivaltott kardidlis valasz nem jart a
szivfrekvencia szignifikdns emelkedésével. Ezzel szemben a levosimendan
100 nM-nél és az azt meghaladd koncentracidkban pozitiv kronotrép hatdsa
volt. A kamrai szisztolés térfogat koncentraciofiiggése gyakorlatilag

megegyezett a CO-éval.
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Izolalt permabilizalt szivizomsejtek: a levosimendan és az enoximone
hatisa a myofilamentumok Ca**-érzékenységére

A maximélis Ca*"-aktivalta erét pCa 4,5-nél, szermentes oldattal hataroztuk meg
¢s a keresztmetszetre normalizaltuk (Py). A Py értéke (20,9+1,8 kN/m?, n= 23)
hasonl6 volt a masok altal kozoltekhez. A levosimendan és az enoximone Ca*'-
aktivalt erére gyakorolt hatasat allando, szubmaximélis szintli Ca®"-aktivacioval
(pCa 6,2) hataroztuk meg. Szermentes oldatban a pCa 6,2-nél kialakult Ca*'-
kivaltotta er6é (3,5+0,3 kN/mZ) a P, 17,2+0,9%-a volt (n=23). A pCa 6,2-nél
kialakul6 izometrikus eré meghatdrozasa utan a levosimendant (n = 15) vagy az
enoximnone-t (n = 8) emelkedd koncentracidkban adtuk az aktivald oldatokhoz
(rendre a 0,1 nM—10 uM vagy a 1 nM—10 uM koncentracio-tartomanyokban. Az
1 nM-os ¢és az azt meghalado levosimendan koncentracioknal az izometrikus erd
szignifikdnsan nétt. 1 uM-os levosimendan koncentracional az eré amplitidoja
55,5£8%-kal volt magasabb a szermentes alapértéknél. A levosimendan
koncentraci6 és az izometrikus erd kozti 6sszefiiggés ECs, értéke 8.4 nM volt. A
vizsgalt koncentracié tartomanyban az izometrikus eré nagysagat az enoximone

szignifikansan nem befolyasolta.

Foszfodieszteraz gatlas: a levosimendan hatasa a PDEIII és PDE IV
izoenzimekre

A levosimendan ¢és az enoximone PDE-gatlo hatasat tisztitott PDE izoformékon
végzett enzimaktivitas-mérésekkel jellemeztiik. Mind a levosimendan, mind az
enoximone a PDEIIl ¢és PDEIV izoformdkat koncentracio-fiiggd modon,
fokozddd mértékben gatolta. A katalitikus aktivitds fél-maximalis gatlasdhoz
sziikséges koncentraciok (ICsy) értékei azonban a két vegyiilet kozott fennalld
Iényeges kiilonbséget tiikroztek. A levosimendan a PDE Ill-ra ¢s PDE [V-re
vonatkozo ICs, értékei rendre 1,4 nM ¢és 11 uM, mig a megfeleld értékek az

enoximone esetén rendre 1,8 uM and 160 uM voltak.
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MEGBESZELES

Kiséleteink soran két pozitiv inotrop szer, a levosimendan és az enoximone
farmakologiai  hatékonysagat vizsgaltuk. Az izoladlt working heart
preparatumokon végzett mérések azt mutattak, hogy a levosimendan joval 1 uM
alatt kifejtette maximalis inotrop hatésat, ezzel szembe az enoximone pozitiv
inotrop hatasa csak 1 uM-os koncentracid kozelében jelentkezett. Az 1 nM és
1 uM kozti koncentracid tartomanyban a levosimendan altal kivaltott pozitiv
inotrdpia az enoximone altal indukéltat meghaladta. Ez az eltérés a kiilonb6zo
hatasmechanizmusokkal magyarazhato: Ca’'-érzékenyités a levosimendan
esetében ¢€s joval kevésbé szelektiv PDE III és PDE IV izoenzim gatlds az
enoximone esetében. Emellett, a vegyliltek vazodilatitor potencialja
befolyasolja a koronaria-makrocirkulaciot ¢€s azon keresztiil a kamrai
pumpafunkciot. A working heart kisérletek soran a direkt myocardialis és az
indirekt vaszkularis hatasokat kiilon-kiilon tudtuk jellemezni. A pumpafunkciét
tamogatd hatdsuknak megfeleléen mindkét vegylilet novelte a CO-t és a
szisztolés térfogatot. A levosimendan pozitiv inotrop hatisa mind az aorta-,
mind a koronaria-aramlas novekedésében megnyilvanult, mig az enoximone
csak a koronaria-aramlast novelte. Ez azt sugallja, hogy az enoximone pozitiv
inotrop hatasdnak kialakitdsaban a koronariak vazodilaticidja méginkabb
meghatarozo szerepet jatszik.

Bar a PDE Ill-at gyakran a pozitiv inotrép hatas kozvetitdjeként emlitik, a
humaén szivizom egyéb PDE izoenzimei (PDE I, II és 1V) is szerepet jatszhatnak
a [cCAMP]; szabalyozasadban. Szamos, az el6z6 fejezetben részletezett kisérletes
eredmény tamasztja al4 azt az elgondolast, hogy egyetlen PDE izoenzim altipus
gatlasa nem elegendd a [cAMP]; emeléséhez (pl. a cAMP intracelluléris
kompartmentalizaciojanak csokkenése ¢és ennek kovetkeztében a kiilonbozo
PDE izoformak kozti kdlcsonhatasok; az Ic,, a pozitiv inotrdpia €s a [cAMP];
novekedésének elmaradasa, stb.). Tovabba, az alacsony K,-mel rendelkezd

cAMP PDE-ok (azaz a PDE III és a PDE 1V) egyidejli gatlasa eléfeltétele volt a
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PDE-fiiggd [cAMP]; emelkedés és a pozitiv inotropia kialakulasanak. Egyetlen
PDE izoenzim gatlasa estén a cAMP-t valdsziniileg mas PDE izoenzimek
lebontottak, meggatolva igy a [cAMP]; emelkedését és ezt kovetden a cAMP-
fiiggd PKA aktivacidjat. Ezzel ellentétben a gyenge PDE szelektivitassal
rendelkez6 PDEI-k hatékonyabban emelik a [cAMP]; szintet. A levosimendan és
az enoximone eltérd pozitiv inotrop tulajdonsdgai farmakologiai hatterének
megvilagitasa érdekében vizsgaltuk azok feltételezhetd intracellulars hatdsainak,
a PDE-gitlasnak és a Ca’'-érzékenyitésnek koncentracio-fiiggését. Az
enoximone 1 pM-os koncentracidig nem befolyasolta a kontraktilitast izolalt
tengerimalac szivekben. Ezt meghalad6 enoximone koncentracidkat alkalmazva
az kialakult kontraktilis hatasok monoton modon novekedtek 1 mM-os
koncentracioig. Mivel a maximalis PDE Il gatlas az als6 mikromolaris
koncentracié tartomanyban kialakul, az enoximone pozitiv inotrép hatasanak
novekedése ennél joval magasabb koncentraciok esetén nem magyarazhato
kizarélag a PDE III gatlasaval. Lehetséges alternativaként a PDE III gatlas olyan
egyéb pozitiv inotrop mechanizmussal valé kombinacioja johet szoba, amely
1 uM feletti enoximone koncentraciok esetén is mutat koncentracio-fiiggést. Az
enoximone kozvetlen myofibrillaris hatasa kizarhatdo, mivel permeabilizalt
szivizomsejteken 10 uM-os koncentracidig az enoximone nem volt hatdssal az
izometrikus erére. Igy a tovabbi pozitiv inotrépia legvaldsziniibb
mechanizmusaként egy masik PDE izoenzim gatlasa vetédhet fel. Az
enoximone PDEIII és PDE IV gatlo hatdsainak koncentracidé fiiggése csak
kismértékben tért el egymastdl. Ez az enoximone PDE Ill-ra vonatkozo ICs,
novekvd mértéki PDE IV gatlast valosziniisit. Tovabba, ez a feltevés
magyarazhatja a korabban tengerimalac kamrai homogenizatumban és szelet
prepardtumokon megfigyelt, 1 mM enoximone koncentracid eléréséig tartd

folyamatos intracellularis cAMP felszaporodast és eré novekedést.
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Az izometrikus erd emelkedése a permeabilizalt szivizomsejtekben a
levosimendan Ca®"-érzékenyit6 voltat bizonyitotta (ECso = 8 nM), alatdmasztva
ezzel feltételezett kdlcsonhatasat a vékony filamentumban talalhato troponin C
molekulaval. A levosimendan PDE III gatlasat jellemzd ICsy értéke szintén
ennek a koncentracionak a kozelében volt. A levosimendan altal kivaltott Ca*
¢rzékenyités ¢s PDE III gatlas koncentracid fiiggése igy atfedést mutatott az
izolalt tengerimalac sziveken kialakult pozitiv inotrop hatds koncentracio
fliggésével. Ez meggatolta annak meghatarozasat, hogy milyen mértékben vesz
részt a Ca’'-érzékenyités és a PDE-gatlas a levosimendan pozitiv inotrop
hatasanak kialakitdsaban. Erdekes modon azonban az izolalt working heart
preparatumokon mar olyan levosimendan koncentraciok hatdsara is maximalis
kontraktilis valaszt kaptunk, ahol a PDE IV gatlasa még nem alakulhatott ki.
Emellett egy korabbi tanulmanyban a [cAMP]; emeléséhez 0,1 uM-t meghalado
levosimendan koncentracid volt sziikséges. Kovetkezésképpen tehat az ennél
alacsaonyabb koncentracidknal a PDEIII és PDE IV egyideji gatlasa nem
jarulhatott hozza a levosimendanra adott pozitiv inotrép valaszhoz.

Az allitast, miszerint PDE III gatl6 potencialja ellenére a PDE-gatlas nem jatszik
szerepet a levosimendan pozitiv inotrép hatdsanak kialakitisaban, a
levosimendan PDE izoenzim szelektivitdsa is tamogatja, mely a legtobb mas
PDEI szelektivitasat meghaladja. Az ebben és el6z0 tanulmanyokban végzett in
vitro aktitivas mérések alapjan a levosimendan szelektivitasi faktora (PDE III
vs. IV) 10000 koriili. Az enoximone hasonl6 értéke 4 és 60 kozott valtozik, a mi
enzimaktivitdsi méréseink soran 90-nek adédott. Igy, masokhoz hasonldan
eredményeink azt mutatjak, hogy enoximone adéisat kovetden joval kevésbé
szelektiv PDE-gatlas kovetkezik be, mint levosimendan alkalmazasa utan.
Mindezek az adatok alatdmasztjak azt a hipotézist, hogy a levosimendan pozitiv
inotrop hatasat Ca*'-érzékenyitSként fejti ki, mig az enoximone egy mérsékelt
PDEIIl vs. PDEIV szelektivitassal rendelkez6 PDE gatloként teszi ezt.

Emellett az enoximone esetén a pozitiv inotropia kialakitasdban sokkal nagyobb
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szerepet jatszanak a vaszkularis hatasok, pl. a koronaria vazodilatacid, mint a

levosimendan esetén.
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Conclusions

OSSZEFOGLALAS

Téziseink a  kronikus  szivelégtelenség  patofiziologiai és  terapids
vonatkozasaiban végzett kisérleteink eredményeit foglaljdk Ossze. A
kontraktilitds  sejtszinten megfigyelt tulajdonsdgainak hatterében 4allo

szabalyozasi mechanizmusokat korszer(i biokémiai mddszerekkel tartuk fel.

1. A patkdny bal kamrdjdnak falaban a passziv tenzid €s a stretch-fiiggd
Ca™"-érzékenyités gradienseit mutattuk ki. A szubendokardialisan
nagyobb métrékll stretch-szenzitizacid a VLC2b stretch kivaltotta
foszforilaciojaval tarsult. A szivinfarktust kovetd szivelégtelenségben a
stretch-szenzitizacidé gradiensének eltlinésével parhuzamosan a VLC2b
foszforilacidja is megsziint a szubendokardiumban.

2. Knock out egér modellben kimutattuk, hogy a cMyBP-C hidnya rovid SL
esetén noveli a Ca’'-érzékenységet, csokkenti a Ca*'-érzékenység SL-
fliggd valtozasat és szinte megsziinteti annak PKA kivaltotta csokkenést.
A megfigyelések a cMyBP-C kardialis kontraktilitds szabalyozasaban
betoltott szerepét valdszinlsitik.

3. A levosimendan és az OR-1896 pozitiv inotrop, Ca**-érzékenyitd és PDE
inhibitor potencidljainak 0sszehasonlitdsa azt mutatta, hogy szivizomban
nem pedig a PDE III ¢és a PDE IV egyidejii gatlasa utjan fejti ki hatasat.
Tovabba, a levosimendan PDE III vs. PDE IV szelektivitasa a legtobb
PDE-gatl6énal magasabbnak bizonyult.

4. A levosimendan ¢és az enoximone 0sszehasonlitdsa ramutatott egy nagy
PDE III vs. PDE IV szelektivitasa Ca*"-érzékenyitd, illetve egy mérsékelt
szelektivitdsu PDE-gatld vegyiilet kardidlis hatdsmechanizmusaban 1évo

kiilonbségekre.
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