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Bevezetés

Ill

»Baj van a motorral” — mutat aggodalmas arccal mellkasara a beteg. ,Fokozni kellene
a sziv pumpafunkciéjat” — kiizd a megoldhatatlannak t(iné feladattal a kardiolégus.
»Szakadékony a szivszovet, renyhe a szivm(ikodés” — tekint gondterhelten az operdlt
szivre a szivsebész. ,Hogyan keriilhetnénk el a vérkeringés megingasait” - topreng
az intenziv terdpids orvos. A keringés 6sszeomlasa a szivizombetegség rettegett szo-
védménye. Felismerjiik, hogy mi romlott el a motorban? Tudunk a beteg szivizmon
segiteni? Hol tart most a tudomany?

A sziv pulzaciéjat nagymértékben differencidlédott izomsejtek a kardiomiocitak
biztositjak. A szivizomsejtek ingerlékenyek, vagyis megfelelé ingerre ingerileti folya-
mattal valaszolnak. A sejtfelszinen haté stimulus és az ingeriileti folyamat elektromos
komponenseirdl viszonylag régebb 6ta rendelkeziink ismeretekkel. Ujabb felismerés,
hogy a jol definialhato elektrofiziolégiai jelenségeken tul a szivizomszoveten beliil a
kiilonbozé sejtes elemek (szivizom-, simaizom-, endotél-, kotészoveti és gyulladasos
sejtek, vérlemezkék) kdzott bonyolult lokalis kémiai és mechanikai kommunikacié is
érvényesll. Ez a kapcsolatrendszer elsésorban humoralis agensek segitségével igazitja
ki a szervezet szintjén haté idegi és endokrin szabalyozast. A kéros korilmények kozott
teret nyerd szignalok elényteleniil érinthetik a sziv valaszad6 készségét, és gyengilé
sziv-0sszehuzédasokhoz vezetnek. A karositdé hatdsok a szivizomban hosszabb tdvon
strukturdlis/funkciondlis valtozésokat, idegen széval ,remodelinget” is eredményeznek,
melyek az izomsejt-génmiikodés athangolodasat is magukban foglaljak.

Krénikus szivelégtelenség sordn, a koszoruér-betegségek kovetkeztében kialakulo
iszkémids/reperfuziés szindrémdkban (pl. angina pectoris, myocardialis infarctus, de
szivm(itéteket és szivkatéteres beavatkozasokat kdvetdn is), tovabba egyes gyulladasos
folyamatokkal parhuzamosan (pl. szeptikus és autoimmun myocarditis, transzplantatum
rejekcid) és bizonyos gyogyszerek (pl. doxorubicin) mellékhatdsaként is szdmolni kell a
szivizom pumpafunkcidjdnak csokkenésével. Valamennyi felsorolt kéréllapotban olyan
Osszetett, a miokardium extra- és intracellularis szerkezetét karosité folyamatok aktiva-
I6dnak, melyeket részben reverzibilis, részben irreverzibilis funkcionalis valtozasok kisér-
nek. Egyes esetekben a szivizom ,elfajuldsa” egyértelmlen a miokardidlis fehérjéket
kodold gének orokletes mutacidihoz kotott (pl. hypertrophids cardiomyopathia). Mas
esetekben a genetikai hattér és a szivizomsejtek jelatviteli folyamatainak valtozasa a
sziv funkcidézavaraiban csak részben bizonyitott. Az akut funkciévesztés kapcsan sokszor
az valészinUsithetd, hogy a szivizomzat integritasa a szoveti vérellatas szélséséges inga-
dozasa vagy toxikus dgensek miatt keril stresszhatds ala. Ennek kovetkeztében a sziv
létfontossagu fehérjekomponensei poszttranszlacios jellegl fehérjekarosodasokat (pl.
fehérjeoxidacio, fehérjefragmentacid) szenvednek. A szivizom m(ikédészavaraiért felelés
ok-okozati Osszefiiggések — a kérfolyamatokban felvetett mediatorok és a molekularis
interakciok egymast kiegészité bonyolult rendszere miatt - még ma is sok bizonytalan-
sagot hordoznak. Ugyanakkor, a szivizomsejtek funkciovesztéséért kozvetlenil felelés
mechanizmusok - tobb szerzett vagy genetikusan meghatarozott szivbetegségben - a
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kilonbozé kéreredet ellenére kdzos kapcsolatokat is tartalmaznak. Az altaldanos érvény
koérfolyamatok molekularis szintl feltérképezése kdzelebb vihet olyan terdpias megol-
dasok kifejlesztéséhez, melyek segitségével a szivizom ép morfoldgiai és funkciondlis
allapota kiilonb6z6 szivbetegségek fennalldsa esetén biztosithato.

Az elmult évtizedekben lényeges el6rehaladds tortént az egészséges szivmiikddés
cellularis és szubcellularis hatterének feltdrdsdban. A molekularis ismeretek felhalmo-
zodasa komoly reményeket ad arra, hogy a kozeljovében szamos, a kéros kontraktilis
funkcioval kapcsolatos allapot (pl. szivelégtelenség) pontosabb molekularis értelmezést
kapjon. Az Uj ismeretek birtokaban a jovében varhatéan eredményesebben vehetjiik
fel a kiizdelmet a sziv- érrendszeri betegségekkel.

Jelen rovid kiadvany a szivizomsejtek mechanikai miikodésével kapcsolatos vizsga-
latokbdl kivan izelit6t nyudjtani. A részben személyes tapasztalatokon is alapul6 6ssze-
foglalds célja, hogy szemléltesse a szivizomsejtek élettani és koros mikodésére irdnyuld
kisérletes megkozelitéseket.

A vérkeringéstél a szivizomsejtekig

A szivizomsejtek 0sszehizédd képessége, un. kontraktilitdsa a keringé perctérfogat
fenntartasa szempontjabél érdemel kiillonleges figyelmet. A szivizom mechanikai mako-
désének sejtszintl szabalyozasarél napjainkra igen kiterjedt ismeretek halmozodtak fel
(Bers, 2001; Edes, 2000; Opie, 2004; Wolledge és mtsai., 1985). Kdzismert, hogy a szivizom
kontraktilis valaszait kdzvetleniil a szivizomsejtek intracellullaris kalciumion (Ca%*) haz-
tartasa szabalyozza. Az egyetlen szivcikluson belil kialakulé intracelluldris kalciumion
koncentraci6 ([Ca?*]) valtozasra, mint Ca**-tranziensre szokas hivatkozni. Ez azt jelenti,
hogy az 6sszehtizédaskor kialakulo (szisztolés) csiicsnyomas elérésére kialakuld [Ca?*],
maximum csak atmeneti jellegU. A szivizomzat relaxaciojat (a diasztolét) az [Ca*], mere-
dek csoékkenése el6zi meg (Bers, 2001). A szivizomsejtek Ca?" homeosztazisanak koz-
ponti szerepe miatt az intracellularis Ca?* anyagcserét meghatarozé molekuldk: a Ca?*-
csatorna fehérjék, Ca?*-pumpaként vagy Ca®*-cserél6ként m(ikddd iontranszporterek
és az intracellularis Ca?*-kotd fehérjék az elmult évtizedekben intenziv kutatas targyat
képezték. A fesziiltségfiiggd Ca?*-csatornak, mely a sejt belsejébe dramld Ca?t komplex
és szelektiv szabalyozéasat végzik, elengedhetetlenek a sziv kontrakcids-relaxaciods cik-
lusa szempontjabdl. Ca?*-csatornakrél azonban az is ismertté valt, hogy azok lényeges
szerepet jatszanak a membran depolarizacié széveti hatasainak (szekrécio, ndvekedés,
metabolikus és ingerlékenységi valtozasok) kialakitasaban is. A szivizomsejtek 6sszehu-
zédasaval és elernyedésével kdzvetlenil 6sszefligg6 [Ca?*], valtozasok nagysagrendjérél
is rendelkeziink becslésekkel (Opie, 2004). Az egészséges miokardiumra a [Ca?*], hozza-
vetbleg 100 nmol/l diasztolés és 1 umol/| szisztolés csucsértékei jellemzdéek (Bers, 2001).
Az akcids potencial hatéasara kialakulo [Ca**], nGvekedését a Ca**-koncentrécié gradi-
ens iranyanak megfelelé Ca?"-aramlasok idézik eld, ezért annak megvaldsulasahoz nem
sziikséges kémiai energia. A sziv diasztolés relaxacidja soran azonban a sejten beliili
Ca?*-nak jelentés — mintegy 1000-, 10000-szeres — koncentracio-gradienssel szemben
kell részben a sejten kivdili térbe, részben a sejten beliili raktarokba (szarkoplazmatikus
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retikulum, SR) keriilnie. Mindez jelent&s energiaigénnyel terheli a szivizomsejtek oxidativ
energiatermelé folyamatait.

A szivizomsejtek kontraktilis erejének alakulasat végeredményben a Ca?*-tranziens
paraméterei (amplitido, idSbeli lefutas, ,Ca®*-availability”) és a Ca®*-tranziensre rea-
galé miofilamentumok Ca?*-érzékenysége (,Ca’*-sensitivity”) egyiittesen hatarozzak
meg. Jelen kiadvanyban bemutatott vizsgalatok donté tobbsége a miofilamentumok
Ca?*-érzékenységi tulajdonsagaihoz kapcsolddik. Ezért, az egyébként szintén lényeges
Ca%*-tranzienssel szemben, a tovabbiakban a Ca?*-regulalt kontraktilis fehérjerendszer
tulajdonsagaival részletesebben foglalkozom.

A szivizom kontraktilitasat klinikai kortlmények kozott viszonylag nehéz kvantita-
tiv médon jellemezni, mert azt a sziv el6- és utéterhelésén kiviil a sziv 0sszehlzé-
dasok frekvencidja és potencidlis ritmuszavarai, valamint a szivizomsejtek kiilonb6zé
(pl. B-adrenerq) jelatviteli folyamatai is szabdlyozzdk. Még nehezebb intakt keringési
viszonyok kézétt a pumpafunkcio csokkenés hatterében a Ca®*-tranzienst érinté, vagy a
miofilamentumok Ca?*-érzékenységét csdkkents folyamatokat, esetleg ezek kombinaci-
oit felismerni. Preklinikai jellegl vizsgdlataink sordn ezért arra tettiink kisérletet, hogy
zOmében sejtszint( élettani modellrendszerek és biokémiai moédszerek kombinacidival
tarjuk fel a sziv kiilonb6z6 kérallapotaiban igazolt kéroki tényezék hatasait a szivizom-
sejtek kontraktilis mikodésére. A kisérletek jelentds része izoldlt human szivizomsej-
teken tortént, mely elésegitette az adatok human patoldgiara valé vonatkoztatasat.
Az azonositott fehérje-eltérések és azok kapcsolatai a szivizomsejtek kontraktilis para-
métereivel hozzijarulhatnak ahhoz, hogy a sziv kéros pumpafunkciéjat okozé tényezék
megfelel6 értelmezést nyerjenek.

A szivizomsejtekt8l a szarkomerekig

A szivizom morfologiai és funkcionalis egységei a szivizomsejtek, melyek 125-150 um
hosszlisagu és 15-25 um atmérdju kissé ellapult, hengeres alaku strukturak. A sziv-
izomsejtek egymassal vég- és oldaliranyud kontaktusok (nexusok) révén kapcsolédnak
(1. dbra), és egylttesen egy meglehetdsen egységes szerkezetl halézatot alkotnak.
A sejtek kdzotti nagymértékben differencialt kontaktusok (Eberth-vonalak, ,intercalated
discs”) a szivizomszovet mechanikai és elektromos folytonossdgéat egyarant biztosit-
jak. A szivizomszovet elektron- vagy fénymikroszképos vizsgélatakor a szivizomsejtek
hossztengelyére merélegesen harantcsikoltsagot ismerhetiink fel. Az egymast valtéd
eltéré fénytorési csikok rendezettsége arra hivja fel a figyelmet, hogy a szivizomsejtek
0sszehuzodasat a kontraktilis fehérjék vazizomhoz hasonlé szigord geometrikus rend-
szere biztositja (Tskhovrebova és Trinick, 2003).

A harantcsikoltsdg a sejteken beliil, a sejtek hossztengelyével parhuzamosan
futd kontraktilis fehérjemolekuldk (miofilamentumok) rendezettségének kdszénhetd.
A miofilamentumokat a szivizomsejtek 6sszehtizodasaért felelds fehérjék alkotjak, melye-
ket elektronmikroszképikus megjelenésiik alapjan vékony és vastag filamentumokként
kllonitjik el. Manapsag mar keveseknek okoz meglepetést, hogy a vastag filamentumok
elsésorban miozinbdl, a vékony filamentumok pedig elsésorban aktinbél allnak. Ne
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1. abra. A szivizom 6sszehtizédasa a szivizomsejtek szarkomereinek megrovidiilésén alapul.
A: A szivizom szarkomereinek elektronmikroszképikus felvétele. B: A szarkomerek szerkezete a
szivizomsejtekben relaxacid és kontrakcié alatt. A jobb oldali séma a szarkomereket 90°-os elforgatas
utdn mutatja (Tskhovrebova és Trinick, 2003; és Edes, 2000 alapjan).

felejtsiik el azonban, hogy az izommiikddés mechanizmusanak tisztdzdsadban tobb
hazai kutaté elévilhetetlen érdemeket szerzett. A meghatarozé jelentéségu felisme-
rések forrasai kozott is kiemelkedik a Szent-Gyorgyi Albert vezette szegedi biokémiai
iskola, mely az izommukodésrél alkotott elképzeléseinket modern biokémiai alapokra
helyezte (Szent-Gyorgyi, 1942; Szent-Gyorgyi, 1943a; Szent-Gyorgyi, 1943b; Szent-Gyor-
gyi, 1945; Szent-Gyorgyi, 1949). Szent-Gyorgyi Albert és kovetéi munkai alapjan az
izommU(ikddés ultrastrukturalis alapjai mara klasszikus ismeretekké valtak. igy manapsag
mar nem vitathaté, hogy az izomsejtek mechanikai feladatait a szarkoplazmatikus tér
zomét kitolté miofilamentum kotegek (a miofibrillumok) valésitjadk meg, melyek a sziv-
izomsejteken belll hosszirdnyban ismétlédé egységeket un. szarkomereket alkotnak.
Az izommUkodésrdl szerzett ismeretek boéviilésével a szarkomerek finomszerkezetéré|
is egyre pontosabb képet alkothatunk. Mara a szarkomereket felépité miofilamentalis
fehérjékrél és az altaluk alkotott szupramolekularis strukturakrol is kiterjedt isme-
retekkel rendelkeziink. Az azonositott, nagyszamu szarkomerfehérjék a kilonbozé
mebranrendszerekkel (pl. szarkolemma, SR, mitokondrium, maghartya) kialakitott kap-
csolatok révén mechanikai, és jelatviteli funkciokat is megvalositanak. Az izomfehérjék
elsédleges funkcioik alapjan strukturdlis (citoszkeletdlis) és regulatorikus csoportokba
sorolhatok, az esetenként 4tfed6 funkcidk miatt azonban ez az osztalyozas egyes fehér-
jék esetében nehézkes. igy példaul a szakomereket hatérolé a Z-lemezekre, és a benniik
taldlhato egyes citoszkeletdlis fehérjékre (pl. a-aktinin, dezmin, fodrin, stb. ) manapsag
mar nem csak, mint passziv teherviselé elemekre, hanem mint a mechanikai jellegi
stresszhatdsok jeltovabbitoira is tekinthetlink. A izommikodés sordn keletkezé izomerd
fehérje-fehérje interakciok segitségével jon létre. A kontrakcié altaldnosan elfogadott
un. csuszo-filamentum tedriaja (,sliding filament theory”) szerint a vastag és vékony
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filamentumok kozotti ciklikus, ATP-igényes interakcié a miofibrillaris er6generdlds, a
szivizomsejt rovidilés, végeredményben a szivdobbanasok alapja.

A szarkomerektdl a kontraktilis fehérjékig

A vastag filamentumok zomében miozin nehéz lancokbdl, kisebb részben egyéb fehér-
jékbol (miozin kénnyl lancok, miozin koté C-protein) épiilnek fel. A két farki és két
feji régioval rendelkez6 miozin két, kb. 200 kDa molekulatémegl miozin nehéz lanc-
bol (MHC) és négy kisebb polipeptidbdl (miozin kdnnyU lancok, MLC, réviden LC) all.
A konnyu lancokkal asszocialt nehéz lancok harom kilénb6z6 izomiozint alkothatnak.
AV, jeli homodimer két a-MHCt, a V; jell két B-MHCt, mig a V, heterodimer, egy
molekula a-MHC-t és egy molekula B-MHC-t tartalmaz. In vitro kdriilmények kozott a
V,-es izomiozin rendelkezik a legmagasabb, a V,-as a legalacsonyabb ATPaz aktivitassal.
A V-es izomiozin ATPaz aktivitasa a két homodimer kozott helyezkedik el. Kis eml6-
sokben, (pl. egerekben) javarészt V,-es miozin, mig emberben és sertésben elsésorban
V;-as dimerek fordulnak el6. A kénnyU miozin lancok révén tovabbi kombinaciok johet-
nek létre. Az MLC1-nek (vagy LC1-nek), az un. esszencialis konny( lancnak két formaja
|étezik: a pitvari (ALC1) és a kamrai (VLC1). Ezzel szemben harom regulatorikus kdnnyd
miozin lanc (MLC2) ismert: ezek koziil egy a pitvari izomzatra specifikus (ALC2), és kettd a
kamrara (VLC2 és VLC2¥). A regulatorikus kénny( miozin lanc (MLC2) a Ca?*-kalmodulin-
dependens kinaz (CAMK) és a proteinkinaz C (PKC) révén egyarant foszforildlhaté. Fizi-
ologias koridlmények kézott a human kamrai szivizomban a dominans -MHC kiséreté-
ben VLC1 és VLC2, vagy VLC1 és VLC2* fordul el6 (van der Velden, 1998).

A vékony filamentum legfontosabb alkotéeleme az aktin. Az aktin monomerek
43-48 kDa molekulatémegu globularis fehérjék (G-aktin), melyek polimerizaciéval hoz-
zak létre az aktin filamentumot. Két ilyen polimerizalt aktin filamentum egymas koré
tekeredésével alakul ki az a kett6s helikalis struktura, mely a vékony filamentumok vazat
szolgaltatja. A tropomiozin szintén két a-helikdlis polipeptid ldnc egymas koré torténd
csavarodasaval jon létre. A vég a véghez kapcsolodo tropomiozin dimerek altal alkotott
palca-szer( lancolat kivilrél az aktin kettés helixre fonédik. Ez a kapcsolat egyrészt
stabilizalja, mereviti az aktint, masrészt elfedi az aktin monomerek miozinkété helyeit,
és ezért alapéllapotban nem johet Iétre az aktin-miozin interakcid. Klasszikus elképzelés
szerint a kontrakcié csak a tropomiozin konformiaciéjanak megvaltozasat kovetéen (a
troponinok Ca?*-kétését kdvetden) fejlédhet ki. A vékony filamentum minden hetedik
globularis aktin monomeréhez egy-egy troponin komplex kétédik. A troponin komplex
harom kiildnb6zé funkciéval rendelkezd alegységbdl all. A Ca?*-kété fehérje a szivre
specifikus troponin-C (cTnC), a troponin-T (cTnT) a tropomiozint kété egység, végiil a
troponin-I (cTnl) az aktin-miozin interakciét gatlé struktara. A vékony filamentumokhoz
kapcsolédd ¢TnC molekula (a troponin komplex tropomiozin molekulakkal fenntartott
térbeli konformacids kapcsolata révén) az aktin és miozin kélcsonhatasat [Ca?t]-fliggd
maddon szabdlyozza. A szivizom kontraktilis fehérjéi kozul tehat a cTnC rendelkezik azzal
a Ca?"-koté képességgel, mely ezt a fehérjét a miofibrillaris rendszer Ca?*-szenzorava
teszi. A [Ca®*], emelkedésének id6tartama megszabja a kontrakci6é hosszat. Ennek az a
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magyarazata, hogy a cTnC molekuldk Ca?* telitettségiik fliggvényében biztositjak az
interakciéra [ép6 aktin és miozin molekuldk, és igy az er6generald kereszthidak miko-
dését. A cTnT viszonylag nagyszamu izoformaival szemben felnétt emlds szivben csak
egyetlen cTnC és cTnl izoforma ismert. Emberi szivben a cTnT-nek négy izoformdjat azo-
nositottak, melyeket a cs6kkené molekulatomeg irdnydban névekvé szamokkal lattak el
(cTnT1, cTNT2, cTnT3, cTnT4). A kiillonb6zd cTnT izoformak expresszidja az egyedfejlédés
soran valtozik. Az embriondlis szivben mind a négy izoforma fellelhetd, ezzel szemben
felnétt szivben a cTnT3 er6sen domindl. A cTnl-t a proteinkindz A (PKA) mind in vitro,
mind in vivo kortilmények kozott effektiven foszforilalja, mig in vitro a proteinkindz C
(PKC) is jol foszforildlja a cTnl-t és a cTnT-t (Edes, 2000).

Az erbégenerdlasban kozvetlendl résztvevd eddig targyalt (vékony és vastag
filamentum) fehérjéket szdmos tovabbi rendezi a szarkomereken beliil megfelelé
struktiraba. izelitéil az alabbiakban ezek kozil mutatok be néhanyat, melyek a
késébbi fejezetekben majd visszatérnek. A titin, vagy mas néven konnektin példaul
3000-3700 kDa-os molekulatomegével az eddig ismert legnagyobb méretli izomfe-
hérje. A Z-lemezek és M-vonalak kozotti tereket hidalja at, és fontos szerepe van a
miofibrillumok strukturdlis és regulatorikus fehérjéinek 6sszerendezésében (Gregorio és
mtsai., 1999). A titin szamos helyen foszforildlhatd, mely a szarkomer passziv mecha-
nikai sajatossagainak meghatarozasaban jelentds. A titin a passziv izomfesziilés leg-
fébb intracellularis meghatarozéja, de a szarkomerhosszban bekdvetkez6 valtozasok
fliggvényében hat a miofilamentumok Ca®"-érzékenységére is (Neagoe és mtsai.,
2002). A human szivizomban szovet-specifikus alternativ ,splicing” mechanizmussal
két eltéré hosszusagu izoforma expresszalddik, egy nagyobb és elasztikusabb (N2BA,
3300 kDa) és egy rovidebb és merevebb (N2B, 3000 kDa) (Freiburg és mtsai., 2000).
A fodrin sejt/szovet-specifikusan expresszalddo, a. és 3 alegységekbdl tetramert formald
strukturfehérje. Halézatos rendszert alkot a sejtmembran alatt, ahol komplex kapcso-
latot hoz létre a membran és a citoszkeletdlis rendszer kdzott. Az aktint keresztkotve
indirekt médon hat egyéb intracellularis fehérjék szervezédésére, masrészrél felelds a
membranfehérjék rendez6désének megtartasaért, asszocialddik a sejtmembran ioncsa-
tornaival és pumpadival és szerepet kap a szinaptikus transzmisszidban is (De Matteis
és Morrow, 2000; Isayama és mtsai., 1993; Winkelmann és Forget, 1993). A dezmint a
szivizomsejtek citoszkeletdlis rendszerében, hasonléan mas eukariéta sejtekhez, fontos-
nak tartjak az intermedier filamentumok alkotdsaban. Dontéen a Z-lemezek periféridjan
helyezkedik el, igy részt vesz a Z-lemezek szerkezeti stabilizalasaban, a miofibrillumok
egymashoz és a szubszarkolemmalis sejtvazhoz vald rogzitésében is (Richardson és
mtsai., 1981). Az a-aktinin szintén a Z-lemezeknél lokalizal6dé strukturfehérje, ahol
antiparalel dimereket képez 6sszekdtve az aktin filamentumok végeit. Amennyiben az
a-aktinint eltavolitottak a filamentalis rendszerbdl, karosodott az aktin-miozin kapcso-
lat soran generalt er6 hatékony tovaterjedése, valamint feltehetéen a megvaltozott
interfilamentdlis tavolsagok miatt csokkent a keresztkotések kialakulaséanak val6szin(-
sége is. Ezért nem meglepéd, hogy az a-aktinin eltdvolitdsa a miozin ATP-az gatlasa-
hoz és csokkent kontraktilitdshoz vezetett. Feltételezhetd, hogy az a-aktinin moleku-
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st M lanak fontos szerepe van a miozin ATP-az
maximalis aktivitasanak szabalyozasaban is
(Malhotra és mtsai., 1986).

— titin

cfon Natriumdodecilszulfat-poliakrilamid ~ gél-

200 kDa - S - i elektroforézis (SDS-PAGE) segitségével a sziv-
| =~ ) izomsejtek fehérjéi egymastdl elvalaszthatok

o (2. dbra). Tovabbd, megfelelé detekcids elja-
I];; tgz' : — at-aktinin rasokat kovetéen, a fehérjék expresszidjaban,
foszforilaciés allapotaban, degradacidjaban,

szulfhidril (SH) csoportjainak oxidativ alla-

66 kDa - dezmin potaban, nitraciéjaban bekovetkezd valto-
aktin zasok is értékelhetéek. Vizsgalataink soran

42 kDa - — cTnT kilondés gondot forditottunk arra, hogy a
kontraktilis fehérjék expresszidés mintazataban,

oy foszforilacids allapotaban és mas, fent felsorolt

poszttranszlacios modosulasaiban  bekovet-

kezé valtozasok mechanikai kdvetkezményeit

felismerjik. A tovabbiakban ezért a kontraktilis

rendszert alkot6 fehérjék mechanikai sajatos-
sdgait és az azzal kapcsolatos méréstechnika
legfontosabb elemeit foglalom &ssze.

2. abra. Human balkamrai szivizombol
készitett szovethomogenizatum
fehérjemintazata.

Az ezist-festett gradiens (6-18 %) natrium-
dodecilszulfat-poliakrilamid gélen elvalasz-
tott miofilamentdlis fehérjék (M) kozil

néhany pozicidjat jobb oldalon tlntettiik A vastag filamentum miozinja a vékony
fel. A molekulatdomeg standardok helyzete a

bal oldalon l4thato (st) (Barta és mtsai, 2003  flamentumok vézat alkotd aktinnal kézésen
alapjan). a Mg**-iont koté ATP (MgATP) hidrolizisébdl

szarmazé kémiai energiat mechanikai mun-

kava alakitja. Az izom 6sszehUzédasa alatt az aktin és miozin molekuldk kézott ciklikus
interakcié alakul ki, melynek soran a miozinfejek az aktin filamentumokhoz kapcsolédva
id6rél-id6re keresztkotéséket (mdas néven kereszthidakat) hoznak Iétre (3. dbra). A miozin
aktin iranti affinitdsa a ciklus alatt nagymértékben valtozik, mely a ciklicitdas molekularis
alapja. Nyugalmi allapotban a miozin MgADP-t és anorganikus foszfatot (P,) két. Ameny-
nyiben a [Ca?*] emelkedik, Ugy a vékony filamentumokon végbemend konformacios
valtozasok a miozinfejek aktinhoz valé kapcsolddasat indukaljak, az izommiikodés akti-
valodik. A keresztkotésekrél ezt kovetden disszocial a P, amit a miozinfej er6t generalo
konformacid-valtozasa kisér (,power stroke”). Az erét generdlo 1épés eredményeként a
vékony és vastag filamentumok egymas mellett elmozdulnak (,sliding”), kezdetét veszi

Az aktin-miozin ciklus

tésére van sziksége, mely a MgADP-t leszoritva kapcsolédik a miozinhoz. A miozinrdl
levalé6 MgADP-t a miofibrilléris kreatinkindz a mioplazmaban 1évd kreatinfoszfat felhasz-
nalasaval nagy sebességgel ismét MgATP-vé alakitja. Az intracellularis MgATP koncent-
racié csokkenésével jaré kéros allapotokban (pl. hosszantarté iszkémia soran) a MgATP
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Aktivalt allapot . elmozdulas
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MgATP
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MgADP+P MgATP

Nyugalmi allapot

3. dbra. Az aktin-miozin ciklus egyszeriisitett sémaja.
Ca?" és MgATP jelenlétében az aktin és miozin molekuldk erét és révidiilést eredményezé ciklikus kapcsolatot
alakl'tanak ki. A miozin ATPaz aktivitasa révén — a MgATP -t MgADP -vé és anorganikus foszfétta’ ( ) alakitja

ismét létrejohet (Edes, 2000 alapJan).

hiany kovetkeztében az aktin-miozin kapcsolat régziilhet, mely a szivizomzatban rigoros
tonusfokozodast eredményezhet. A MgATP-kotés hatdsara csokken tehdt atmenetileg
a miozin affinitdsa a Ca?*-ot kétott vékony filamentum irdnt. A miozin ezutan ismét
hasitja a MgATP-t. Az ebbél szdrmazd energia azonban nem szabadul fel kézvetlendil,
ahhoz a miozinnak ismét az aktinhoz (rendszerint Gjabb kotéhelyen) kell kapcsolédnia.
Az Gjbél létrejové kapcsolat teszi teljessé a ciklust, mely — ha a [Ca%'] tovabbra is nagy
- a fenti lépések ismétlédésével folytatédik. Ep metabolikus viszonyok mellett, mely
kozel valtozatlan MgATP koncentracidt biztosit, az aktin-miozin interakcié addig tart,
amig a Ca?*-szint ismét alacsony szintre nem csokken.

A fentiekben ismertetett séma az aktin-miozin ciklus erésen leegyszer(sitett valto-
zata. Elsésorban biokémiai vizsgalatok alapjan ma Iényegesen tobb kozti |épéssel lehet
szamolni. Az aktin-miozin interakcié funkciondlis megkozelitése azonban a négyalla-
potu modellnél egyszeriibbek birtokdban is lehetséges. Amennyiben csak arra koncent-
rdlunk, hogy az aktin-miozin kapcsolat mikor eredményez erét, gy elegendé mindosz-
sze két allapottal szamolnunk: az ,erét generald” és (disszocialt) ,er6t nem generald”
aktin-miozin szerkezetekkel.
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4, abra. Az aktin-miozin ciklus funkcionalis szemléletii kétallapotu modellje.
Az erét nem generalé allapotbdl (A+M) erét generdld allapotba (AM) torténé atmenet sebességi dllandoja

fippr Mig az er6t generald konformaciovaltozast kévetd disszociacios lépésre g, sebességi paraméterrel

szokas hivatkozni (vastag fekete nyilak). Az 6ramutaté jarasaval ellentétes iranyd atmenetek (sziirke nyilak)
termodinamikai okok miatt igen kis valésziniséggel mennek végbe (Edes, 2000 alapjan).

Ebben a modellben az er6t nem generdlé megnevezés magaba foglalja mindazon
biokémiailag definidlt allapotokat, melyek a miozin erét generaléd konformacidjat koz-
vetlenlil megel6zik, vagy azt kovetik (4. dbra) (Brenner, 1988; Wolff és mtsai., 1995).
A kétéllapoti modell alkalmazéasakor az erét generald aktin-miozin keresztkotés lét-
rejottét jellemzd sebességi allandéra, mint ,,fapp" szokas hivatkozni, mig a disszocici-
ora jellemzd sebességi allandé jele: ,,gapp”. A klasszikus izomélettani targyalas soran az
aktin-miozin egymasra hatas szamos jellemzéjét megismerhetjik, ha az izom rovidilési
sebességét a rovidilés kozben ébredt eré fliggvényében tlntetjik fel (,force-velocity”
6sszefliggés). A maximalis rovidulési sebességhez (V, . ) zéré erd tartozik. AV, para-
méter azért érdemel kitlintetett figyelmet, mert annak értéke az aktin-miozin ciklus
maximalis ciklussebességével (fapp+gapp) aranyos (Wolledge és mtsai., 1985). A ciklus-
sebesség becslése azonban a ,force-velocity” kapcsolat meghatarozasa nélkdl is lehet-
séges. Membranrendszeriiktél megfosztott vaz- és szivizom preparatumok kontraktilis
erejét pl. gyakorta tanulmanyozzak a kézeg Ca®* tartalmanak kozvetlen emelése utén
(,Ca?*-kontraktura”) izometrias kérilmények kdzott is.

Az izometrias Ca?*-kontraktura kialakulasa soran (8. abra) megfigyelhetjiik, hogy a
passziv el6feszitettségi llapotbdl indulva az izomeré folyamatosan fejlédik ki egy kozel
allando csucs eréérték (,steady-state csucs erd”) eléréséig. A kontraktura csucserejének
eléréséig terjed6 id6 alatti fokozatos aktivaciéo egyik meghatarozoéja az aktin-miozin
kélcsdnhatas ciklussebessége. Tekintve, hogy a Ca?*-kontrakturak kialakuldsa soran
fontos sebesség-meghatarozéd tényezéként meriil fel a Ca?" preparatumok belsejébe
torténd diffuzidja is, ezért az izomélettani mérések soran sokszor optikai médszerrel
(pl. 1ézer flash”) pillanatszer(ien szabaditjak fel a — fényérzékeny kelator kdtésében mar
elézéleg az izomsejt belsé terébe juttatott — Ca®*-ot. Alternativ megoldasként az is
felmeriilt, hogy Ca?*-kontrakturak soran a ,steady-state” csucs erd kialakuldsa utén,
amikor a [Ca®*] a preparatum teljes keresztmetszetében mar allandd, a preparatum
hosszat igen gyorsan (néhdany ms-on belll) valtoztassdk meg (révidités majd nyujtas,
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Jrelease-restretch”), és igy érjék el az aktin-miozin hidak dtmeneti felszakadasat. Kévet-
kezményesen az izomer6 el8szér megsz(inik, majd a Ca* jelenléte miatt igen gyorsan
Ujrageneralodik (9. dbra). Az er6 novekedésének idébelisége csak az aktin-miozin cik-
lus kinetikajatal fligg és exponencidlis fliggvény segitségével jél illeszthetb. EIméleti
megfontolasokbdl kovetkezik, hogy az exponens id6éllandéjanak reciproka (k,, ,rate
constant of tension redevelopment”) a kétéllapotu aktin-miozin modell fapp és Gapp
paraméter-6sszegének felel meg. Ezek alapjan a k,, kisérletes meghatérozasa elvezet

az aktin-miozin ciklussebesség élettani korilmények kdzotti méréséhez.

A kontraktilis er6 Ca**-fiiggése

A sziv miofibrillaris strukturai altal generélt eré Ca?*-fliggését intakt szivizomzaton
nehéz megitélni, mert a [Ca?*], a szivciklus alatt folyamatosan és igen gyorsan valtozik.
Ez a tény és a [Ca®'], pontos mérésének technikai nehézségei nagymértékben nehezitik,
hogy a szivciklus alatti pillanatnyi [Ca%'] és a miofilamentalis valasz kdzétti kapcsolatot
intakt szivizomsejteken megbizhatoan jellemezziik. A miofibrillaris erd [Ca?*]-fliggésének
tanulmanyozasara egyszerlibb rendszerekre van sziikség. A mérésekhez leggyakrabban
szarkolemmajuktél megfosztott, un. ,permeabilizalt” (mas néven ,hdamozott”, ,nyuzott”
vagy ,skinned”) preparatumokat alkalmaznak. Az ilyen preparatumok mioplazmatikus
terében a [Ca®'] intracellularis oldatok alkalmazaséaval szabélyozhatd, a kialakult erd
pedig kontrollalt szarkomerhosszak mellett egyidejileg mérhet6. A [Ca®'] kifejezé-
sére rendszerint a molaris érték tizes alapu logaritmusanak -1-szeresét alkalmazzak
(pCa). Amennyiben az er6értékeket a [Ca®'] fliggvényben tiintetjiik fel, ugy jellegzetes
szigmoid lefutdsu gorbét kapunk: igy pCa-er6é 0sszefliggésrél is beszélhetiink (5. abra).
A félmaximalis er6 eléréséhez sziikséges [Ca?'] a Ca’*-érzékenységet dnmagaban jel-
lemzi (pCa,,). Fontos arra felhivni a figyelmet, hogy a sziv egyes 6sszehizédasai alatt
a kontraktilis rendszer teljesen nem telitédik kalciummal, és a szisztolé alatti kontrak-
ciés eré valamint a diasztolés relaxacié a kontraktilis fehérjék Ca?*-telitettségének a
fliggvénye. Valtozatlan Ca?*-tranziens mellett a Ca?*-érzékenységi gérbe maximumanak
a csokkenése (pl. az aktin-miozin kereszthidak szamanak csokkenése esetén) a kont-
rakcios er6 aranyos csokkenését eredményezi. A pCa,, ndvekedése a pCa-er6 Ossze-
fliggés balra tolodasaval (Ca?"-érzékenység fokozddas, pl. a szarkomerhossz ndvelése
vagy Ca?*-érzékenyitd szerek adasa utan) és a kontraktilis eré névekedésével jar egyiitt.
A Ca**-érzékenység fokozéasa novelheti a sziv 6sszehuzodasainak id6tartamat is. A pCa,,
csokkenése ezzel ellentétes hatdasu (5. dbra).

A Hill-koefficiens (n,,) a szigmoid goérbe meredekségére utal, mely a kontraktilis
rendszeren beliili kooperativitds mértékére jellemzdé adat. A kontraktilis filamentumok
kooperativ interakcidja szamos, a vékony és vastag filamentumok kozott kialakuld
bonyolult molekularis kapcsolat kdvetkezménye. Lényeges Osszefliggés volt az a felis-
merés, mely szerint az aktin-miozin rendszeren beliil uralkodé kooperativitas a vékony
filamentumok Ca?*-szenzor funkcidjat is befolyasolja (Bremel és Weber, 1972). Tovabba
az is fontos, hogy az aktin-miozin ciklus egyes allapotai kdzotti atmenetek modositasa
szintén hatassal van a miofibrillaris eré Ca?*-fliggésének alakulasara (Brenner, 1988).
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5. abra. A kalcium-er6 dsszefiiggés valtozasainak hatasai (A) a kontrakcios valaszra (B).
A Ca?*-koncentrécié kifejezésére rendszerint a moldris koncentracié tizes alapu negativ logaritmusat
alkalmazzak (pCa, vizszintes tengely). A Ca2*-koncentrécié balrél jobbra né (a pCa érték ezzel parhuzamosan
csokken). A Ca?*-koncentracié névelésével kisérletes kériilmények kdzétt az izomerd a maximalis Cat-
aktivalt er6 eléréséig fokozohatd (fliggdleges tengely). Az 0sszefliggés szigmoid lefutdst mutat. In vivo
viszonyok kozott a szisztolé alatti kontrakcids er6 valamint a diasztolés relaxacié a kontraktilis fehérjék
szubmaximalis Ca?*-telitettségének a fliggvénye (feliil). Valtozatlan Ca?*-tranziens mellett a Ca?*-
érzékenyégi gorbe maximumanak a csdkkenése (pl. az aktin-miozin kereszthidak szdmanak csdkkenése
esetén) a kontrakcids eré ardnyos csokkenését eredményezi (kozépen). A pCa-erd Osszefliggés balra
tolédasa a Ca®*-érzékenység fokozddasat jelzi (sziirke gdrbe és nyil, alul). llyen jelleg(i Ca®*-érzékenység
fokozodas alakul ki a szarkomerhossz névelésének, vagy Ca?*-érzékenyiték hatésara.

A pozitiv inotropia és a miofibrilldris Ca®*-érzékenység kapcsolata

A kulonb6z6 B-adrenerg agonistédk (noradrenalin, adrenalin, izoproterenol, stb. ) koté-
dése a miokardidlis B-adrenerg receptorhoz a felszini membran G-proteinjein keresz-
tll fokozza az adenilciklaz enzim aktivitdsat és noveli az intracellularis ciklikus AMP
(cAMP) szintjét. Az intracellularis cCAMP koncentracié6 emelkedése miatt aktivalodik a
cAMP-dependens proteinkinaz (PKA). Az aktivalt PKA kiilénb6zé intracelluléris fehérje-
foszforilacids folyamatokat indit el, melyeknek lényeges szerepet tulajdonitanak a pozi-
tiv inotrop, kronotrop és luzitrop hatasok létrejottében (Hasenfuss és mtsai., 1994). Mind-
ezek hatterében a szisztolé alatt kialakulé tranziens intracellularis Ca?"-koncentracié
véltozasok jellegzetes moédosuldsai figyelhet6k meg. A B-adrenerg ingerlés hatasara
kialakul6 pozitiv inotropia elsésorban a szivizomsejtek belsé Ca®* raktaraibol térténé
fokozott Ca®* felszabadulas kdvetkezménye, mely végeredményben a szisztolé alatti
csucs Ca?"-koncentraciot emeli. A gyorsult relaxaciot azonban a Ca?*-tranziens leszalld
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6. abra. Kapcsolatok a szivizomsejtek B-adrenerg jelatviteli rendszere
és kontraktilis miikodése kozott.
A B,-adrenerg receptor ingeriilete fokozza a PKA aktivitasat, mely szamos szivizomfehérje foszforilaciéjahoz
vezet. A foszforilalt fehérjék fokozzék az intracellularis szisztolés cstics Ca®*-koncetraciét és az izomerét
(pozitiv inotropia). Mindez jelentds tobblet ATP igénnyel jar egyitt. PKA-medialt fehérje foszforilacié miatt
a Ca?* szarkoplazmatikus retikulumba tdrténé visszavétele fokozédik (a sémas abran nem szerepel), és
a miofilmentumok Ca?*-érzékenysége csdkken. Utébbiak miatt a kardiomiocitak relaxacios sebessége

gyorsul (pozitiv luzitropia). (I, : L-tipusu Ca?* csatorna; AC: adenilciklaz enzim; B,R: B,-adrenerg receptor,

Gs: stimulatorikus G-fehérje; PDE: foszfodieszteraz enzim.)

szaranak meredekebbé valasan kivil az is tdmogatja, hogy a B-adrenerg ingerlés a
kontraktilis rendszer Ca?* irdnt mutatott érzékenységét csdkkenti. A Ca?*-érzékenység
csOkkenéséért a myofibrillaris cTnl PKA medialt foszforilacidja felelés (Zhang és mtsai.,
1995). Fontos hangsulyozni, hogy a PKA aktivitasat fenntarté intracellularis cAMP szint
szamos inotrop szer hatdsara valtozhat (Endoh, 1998). A cAMP bontasat élettani korl-
mények kozott a foszfodieszterdz nevl enzimek (PDE) végzik, melyek gatlasa tobb szer
elsédleges vagy masodlagos hatasanak lényege. A PDE-gatlok a cAMP bontas vissza-
szoritdsa miatt szimpatomimetikus (tehat pozitiv inotrop) hatassal rendelkeznek. A sziv-
izomsejtek B-adrenerg jelrendszerének aktivacidja ugyan fokozott kontraktilis er6h6z
vezet, de ehhez jelentésen nagyobb energia- és ezért oxigénigény is tarsul (6. dbra).

Hogyan mérheté a kontraktilis funkcié izoldlt szivizomsejteken?

Az izoldlt szivizomsejteken torténd kontraktilis erémérés elényei kozé tartozik, hogy a
kivitelezéshez sziikséges szévetmennyiség csekély (kb. 3 mm3), mely kiilénbdzé faju é16-
Iényekbdl és mélyfagyasztott szivmintakbdl is biztosithato. A szivizomszovet-mintakbol
kilonallo szivizomsejteket mechanikai izolacié révén nyertiik. Ezt megel6zéleg a sz6-
vetdarabokat Ca?*-mentesitett relaxalé oldatban olvasztottuk fel, és az izolalt sejteket
mérés el6tt detergenst (triton-X-100) tartalmazo relaxalé oldatban inkubaltuk. A triton-
kezelés eredményeként a sejtek membranrendszerei atjarhatéva valtak (,permeabilizalt”
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vagy ,kémiailag nyuzott” szivizomsejtek), és igy lehetéség nyilt a miofibrillaris funkciok
kontrollalt intracellularis korilmények kozott torténd vizsgalatara. Ezek a permeabilizalt
szivizomsejt-prepardtumok a gydgyszeres és metabolikus jellegl hatdsok tanulmanyo-
zasan kivil megfeleld kdrnyezetet biztositottak a miofilamentumok enzimatikus és
nem-enzimatikus moédositasara és az in vitro 1étrehozott hatdsok kdvetkezményeinek
tanulmanyozasara is. A B-adrenerg ingerlésre bekovetkezé foszforilacidés folyamatok
mechanikai hatdsai, pl. a szivizomsejt proteinkindz A katalitikus alegységgel t6rténé
inkubdcidja utan, mig a defoszforilalt kontraktilis rendszer mlkoddése foszfatdz-kezelést
kdvetden valtak értékelhetévé. A permeabilizélt szivizomsejteket a mérések elétt Ca?t-
mentes relaxalé oldatba helyeztiik. A preparatumok minéségét rendszeresen végrehaj-
tott kontroll (maximalis Ca?*-aktivéacid) mérésekkel és a szarkomerstruktura fénymikro-
szképos morfologidjanak kovetésével ellendriztiik.

A mechanikai mérérendszer egy invertalé mikroszkép koré épilt. A mikroszkép
targyasztalara helyezett sejteket két oldalrdl elektromotoros mikromanipulatorok segit-
ségével kozelitettiik meg. Az egyik oldali mikromanipuldtorokhoz érzékeny erémérén
keresztul, mig a masik oldalihoz egy elektromagneses motoron keresztiil csatoltunk
egy-egy rovart(t. A rovartik és a kivalasztott szivizomsejt kozti kapcsolatot szilikon
ragasztoval biztositottuk (7. dbra).

A szivizomsejtek Ca?"-kontrakturai soran képz6d6 eré kialakulasat izometrias kériil-
mények kozott 15°C-on mértik. A sejtek aktivalasa elétt a szarkomerek atlagos hosszat
relaxalé oldatban a mikroszképhoz kapcsolt szamitégépes videojel-feldolgozé rend-
szer segitségével, 1,9 um-es és 2,3 um-es értékek kozott, az adott kisérletes protokoll
igényei szerint allitottuk be (Fan és mtsai., 1997). A mérésekhez sziikséges relaxald és

Erémeré

szélessé
Motor < ]
(elektromagnes)

Felfiggesztett kardiomiccita

A Targyasztal mozgatasanakiranya B

7. abra. Az izolalt szivizomsejtek kontraktilis tulajdonsagainak mérésére szolgalo
mérorendszer kozponti részének vazlata.
A: A szivizomsejt egy 15°C-os hémérsékletl mérékad folott helyezkedik el a mikroszkép targyasztalan.
A relaxdlé oldatcseppbe merilé szivizomsejt pozicidjat egy horizontalis, harantcsikolattal rendelkezé
palca jelzi (kdzépen). A sejt egyik vége olyan rovartih6z van kapcsolva, mely egy érzékeny erémérd
toldaléka (bal oldalon), masik vége ugyanilyen mddszerrel egy elektromdgneses motorhoz rogzitett
(jobb oldal). A sejt Ca?*-tartalmu aktivalé oldatba (jobb oldali oldatcsepp) térténé atvitelét a mikroszkop
targyasztalanak oldaliranyd mozgatasaval lehet elérni. (A sejt rogzitése a bal oldali fedélemezen tortént.)
B: Izolalt és membranrendszereitél megfosztott szivizomsejtrél a mérérendszeren belll két irdanybol (feltlrél
és oldalrdl) készitett fénymikroszkdpikus képek. A szivizomsejt végeinél lathatd transzparens gy(r(iszerU
képzédmények a rovartiikre (sotét idomok a széleken) felvitt ragasztocseppeknek felelnek meg.
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8. abra. Egyetlen Ca2*-kontraktura izolalt szivizomsejten.
A Ca**-kontraktdrakat a human szivizomsejt relaxalé oldatbél (pCa 10) Ca®*-tartalmu aktivalé oldatba
(pCa 4,75 - pCa 6,5) torténd atvitelével idéztik eld. (Az dbran pCa 4,75 szerepel. ) Az aktivacio alatti gyors

hosszvaltozast (,release-restretch” manévera kontraktdra csicsén) ateljes kontraktiliserd (F, ) megsz(inése,

majd gyors regenerécidja kisérte. A relaxalé oldatban végrehajtott hosszvaltozasok segitségével a sejt

passziv erejét (Fpassziv’) hataroztuk meg. Az aktiv izomer6 (F ;) a F, ., €s Fpassm kiilonbsége.

aktivalé oldatok Osszetételét szamitdgépes program (Fabiato és Fabiato, 1979) segitsé-
gével terveztiik. Az alap relaxal6 és aktivalé oldatok Ca?*-koncentrécidja pCa 9 (vagy
pCa 10) és pCa 4,75 (vagy 4,82) volt. A pCa 4,75 értéknél kisebb Ca?*-koncentracioju
aktivald oldatokat az alap relaxald és aktivalé oldatok keverésével hoztuk létre. Eseten-
ként sziikséges volt pCa 4,75-nél nagyobb [Ca?']-t is alkalmazni (pl. modell-iszkémias
oldatok esetén), melyeket az alap aktivalo oldathoz adott CaCl, segitségével hoztuk
létre. A szivizomsejt relaxdlé oldatbdl aktivaloé oldatba torténd atvitelét a kontraktilis
erd fokozdédasa kovette (8. dbra).

A Ca*"-aktivalt er6 maximumanak kifejlédése utan egy ugynevezett ,release-
restretch” mandévert végeztiink, melynek soran a sejtet, eredeti hosszanak 20%-aval
megroviditettiik, majd ezt kovetéen visszadllitottuk a kiindulasi hosszat. Ezt a rend-
szer - el6zetesen bedllitott protokollja szerint — az elektromagneses motorhoz régzi-
tett rovartli mozgatasaval érte el. Az igen nagysebességl (20 msec alatt kivitelezett)
hosszvaltoztatds soran a kialakult aktin-miozin keresztkotések donté tobbsége felsza-
kadt, majd azok ujbdl felépiiltek. Ezt az eseményt a regisztrdtumon beliil ébredt eré
(Fog) Megsziinése, majd annak gyors regeneracioja kisérte. Az er6 regeneracidjanak
Uteme elsésorban az aktin-miozin ciklus sebességétdl fligg, melyet az erégorbék
Jrelease-restretch” mandévert kdvetd részének illesztésével lehetett becsiilni (lasd aldbb).
Az izometrids csucser6t (F, . ) mely az aktiv és passziv komponensek 6sszege (

F ..
és Fpassziv) a gyors rt')vid(jléggll parhuzamos hirtelen er6csdkkenésbél hataroztuk mz(a‘f
A relaxalé oldatban lényegesen hosszabb ideig tarté rovidités révén a szivizomsejtben
ébredt passziv er6komponenst (Fpasszi) aZ aktivacios ciklust kdvetéen mértik.

A kontraktura amplitiddéjat szamos, kiilénbdzé Ca?*-koncentrécidju aktivalé oldat-
ban is meghataroztuk, melyek segitségével a Ca?*-érzékenységi gérbe szerkesztésére

nyilt lehetéség az (1) egyenlet felhaszndlasaval. A szigmoid lefutdsu goérbe az un. Hill-
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egyenlettel illeszthetd, mely a kontraktilis rendszer altal generalt eré Ca2*-fliggésének
legfontosabb kvantitativ értékeit tartalmazza:

F = F, * {[Ca*T "y / ([Cagy)"yy + [Ca* 1), M

ahol F az adott Ca®*-koncentracié mellett kialakult izomerét, F, a maximalis Ca®*-
telitettség mellett létrejott aktiv izomerdt (maximalis Ca?t-aktivalt erd), [Ca®'] az
adott Ca**-koncentraciot, [Cag,] a félmaximalis er6 kifejlédéséhez sziikséges Ca?-
koncentraciot, és végil n,,, az un. Hill-koefficienst jeloli. A [Ca, ] vagy pCa,, a kontraktilis
rendszer Ca®* iranti érzékenységét dSnmagaban jellemzi. Ertéke nagymértékben fiigg a
cTnC Ca?* iranti affinitasatol (9. dbra).

Az aktin-miozin ciklus sebességének meghatdrozdsahoz a ,release-restretch” mané-
ver alatti erétranziens azon szakaszat illesztettiik, mely csak az eréregeneral6das alatti
periédust tartalmazta (10. dbra). Az illesztéshez a kdvetkezé exponencialis 6sszefliggést
(2) hasznaltuk:

F=F1+F2*(1-ethn 2
ahol t az id6, F1 az a minimalis er6érték, ahonnan az illesztett gorbe indul, a F1 + F2

az a maximalis er6érték melyhez az illesztett gorbe kozelit és k,, az exponens idéal-
landéja.

pCa: 4,82 Maximalis Ca?*-aktivalt eré (F,)
[ N

LT

Eré (rel.) _

=
(2]
H
o
ha
o
o

Ca’*-érzékenység

: ./ . (PC“l 50) .
6,5 6,0 55 5,0 pCa
|

9. abra. Az izometrias eré Ca®*-érzékenységének mérése egyetlen szivizomsejten.
A human eredetl szivizomsejt Ca®*-kontrakturait egymast kdveté jelleggel relaxalé oldatbél (pCa 9)
kiilénb6z6 Ca?*-koncentracioju aktivalé oldatokba (pCa 6,5 — pCa 4,82) torténd atvitelekkel idéztiik el
(bal oldal). Az aktivaciok kovetkeztében kialakuld aktiv er6k maximumait (fekete kor alaku szimbélumok
a jobb oldali koordinata rendszerben) a Ca**-koncentraci6 (pCa) fliiggvényében abrazolva minden egyes
sejtre meg lehetett szerkeszteni az adott szivizomsejt Ca?*-érzékenységi gérbéjét. Ehhez a Hill-egyenlettel
(1-es szamu egyenlet, lasd a szovegben) torténd illesztés utan jutottunk. A félmaximalis erd |étrejottéhez
sziikséges Ca®*-koncentraci6 (pCay,) a sejt Ca**-érzékenységét kézvetlenil jellemzé adat, mig a Hill-
koefficiens (n,) a goérbe meredekségével aranyos.
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10. abra. A release-restretch mandver alatti eréregeneraciok sebességének meghatarozasa.
A: Kiildnbdz6 [Ca**]-knal (pCa: 4,82-10) mért erStranziens-csalad egyetlen human eredet( szivizomsejten.
B: Egyetlen erétranziens illesztésének vazlata. Feliil a szivizomsejt Ca®*-kontrakturajanak (pCa 4,75) csticsan
végrehajtott gyors hosszcsdkkentése (a sejt eredeti hosszanak 80%-ra) és visszanyUjtasa az eredeti hosszra
(,release-restretch” mandver), alul a kdvetkezményes erétranziens (sziirke gorbe) lathatd. Az erd regeneracios
szakaszara helyezett szaggatott exponencidlis az illesztési rutin eredménye. C: A gorbeillesztésekbdl
szamolt k, paraméter Ca?*-fiiggést mutatott. (A bemutatott eredmények az 5. dbran szerepl6 méréshez
tartoznak, a mintavételezési frekvencia 1000 Hz volt.)

Az izoldlt szivizomsejt-mérérendszert analdg kamera és video-jelfeldolgozé-egység,
elektromagnenses motort mikodtetd elektronika, analdég/digitalis jelatalakitok, analdg
rekorder, keringet6 h(ité termosztat, harom egymassal 6sszehangolt személyi szamito-
gép és két elektronikai sz(ir6 tette teljessé (71. dbra).

11. abra. A Debrecenben létrehozott és K6zépkelet-Europaban egyediilallo
izolalt szivizomsejt mérérendszer.
A: A teljes mérérendszer laboratériumon belili elhelyezkedése. B: A mérérendszer kdzponti része. Bal
oldalon az elektroméagneses motor, jobb oldalon az eré6méré a mérékad folott lathato.
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Frank-Starling mechanizmus a szarkomerek szintjén

A Frank-Starling mechanizmus szerint a vénds visszadramlas fokoz6dasa a végdiasz-
tolés tel6dés novelésén, és igy a szarkomerek nyujtasan keresztiil erésebb szisztolés
0sszehuzdédasokhoz vezet (Patterson és Starling, 1914). Ez a mechanizmus a keringés
vénas oldalan kialakulé nyomas- és térfogat-fokozddast a szivkamrakbol kilokott vér
mennyiségének novelésével kompenzélja. Azonban mind a mai napig ismeretlen, hogy
a sziv geometriai viszonyainak valtozasa milyen molekuldris mechanizmus révén fejt ki
hatast a kontraktilis fehérjeelemek Ca?*-fliggé erégeneralasara.

A kardioldgiai gyakorlatban gyakorta hivatkozott kamra-funkciés gorbe (Un. Starling-
gOrbe) csucspontja a szivizomsejtek esetében 2,2-2,3 um koriili szarkomerhosszoknal
alakul ki. Eddig tart a Starling-gorbéket magyarazé hossz-fesziilés diagram felszalld
szakasza (12. dbra). Az optimalis szarkomerhossz (2,2-2,3 um) mellett maximalis a
miozin és az aktin kozotti kdlcsOnhatés. Ezen érték felett (>2,2 um) és alatt (<2,2 um)
az aktin-miozin interakcié hatasfoka csokken. A szivizom esetében a szarkomerhossz
ritkdn haladja meg a 2,2-2,4 um értéket, tehat a dekompenzalt dilatalt miokardium
a Starling-gorbe csucsan, de mobilizalhatd hossz-fliggd tartalék hianyaban miikodik.
A szivizom massziv elasztikus rendszerei (extracelluldris kollagén, és intracellularis titin)
ugyanis megakadalyozzdk a miofilamentumok tovabbi megnyulasat.

A nyugalmi rosthosszuisag és a kontrakciés eré kozotti hossz-fesziilés dsszefliggést
a korabbiakban kizarélag a vékony és vastag filamentumok kozotti atfedés mértékével
magyaraztik. Feltételezték, hogy az atfedd teriilet nagysaga hatdrozza meg az aktin-
miozin interakcié intenzitdsat, és ez a hossz-fesziilés diagramnak megfeleléen ered-

ks
100 = vazizom
N N P
N T

£ iiﬁiﬂ /
0 -
o f szivizom ~
g / N
/
/
T T T ! 1 I
1 1’4 1,8 2’2 2,6 30 Szarkomer-
hossz (jum)

12. abra. A Frank-Starling mechanizmus kapcsolata a szarkomerhossz valtozasaval.
A vénas visszaaramlas fokozddasa a kamrai térfogat, és ezaltal a szarkomerek atlagos hosszanak novekedését
is eredményezi. Az aktiv izomerd a szarkomerhossz névekedésével parahuzamosan bizonyos hatarig szintén
né (hossz-fesziilés diagram). A vazizomzaton (sziirke szaggatott vonal) és a szivizomzaton (fekete folytonos
vonal) mérhet6 hossz-fesziilés 0sszefliggés egymassal nem azonos.
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kamratérfogat kontrakcios eré szarkomerhossz Ca?* érzékenység
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13. 4bra. A Frank-Starling mechanizmus kapcsolata a Ca?*-aktivalt eré
Ca?*-érzékenységének valtozasaval.
A kamrai térfogat fokozodésa kovetkeztében létrejové szarkomerhossz-megnyulas a kontraktilis
er6 Ca?*-érzékenységének névekedéséhez vezet. Ennek kdvetkeztében a kontrakcids er6 is fokozodik.

ményezi a Frank-Starling mechanizmust. Problémasnak tlinik azonban, hogy a hasonlé
harantcsikoltsaggal (és ezért szarkomerstrukturaval is) bird vazizomzat hossz-fesziilés
Osszefliggése a szivizomhoz képest jelentdsen eltéré. A mai tudasunk szerint a szivben
a szarkomerhossz nyujtasara ébredé erétobblet ezért csak kismértékben vezethetd visz-
sza a fenti mechanisztikus modellre. Jelentésebbnek tinik az, hogy a nyujtas hatasara
egyrészt fokozddik a cTnC Ca?*-érzékenysége masrészt fokozodik a miofilamentumok
kozti kooperativ interakcié hatékonysaga (Allen és Kentish, 1985; Campbell, 1997; Fuchs
és Martyn, 2005). Kévetkezményesen az optimalis szarkomerhossz eléréséig né a cTnC
Ca’*-telitettsége és a kontrakcids erd (13. dbra).

A szarkomeren beliili hosszfliggést biztosité mechanizmussal nagyon sokan fog-
lalkoztak, a folyamat molekularis hattere mégsem tisztazott. Valdszin(i, hogy ebben
a folyamatban szerepet kap a vastag filamentumokat a szarkomer kdzponti helyére
rogzitd titin fehérje, és a vastag és vékony filamentumok kozti oldalirdnyu tér (,lattice
spacing”) nyujtas hatdsara bekovetkez6 csokkenése is. Eldontetlen azonban, hogy az
aktin-miozin kereszthidak szamanak és/vagy az aktin-miozin ciklus egyes atmeneteinek
kinetikai valtozasai adnak-e jobb magyarazatot a szarkomer nyujtasra észlelt fokozott
izomerére. Az sem ismert tovabbd, hogy az eltér6 expressziés fehérjemintazatokat
tikrozé szivizomzatokban, melyek a human krénikus szivelégtelenség progresszidja
kapcsan alakulnak ki (de kilonb6zé emlds fajokban egészséges allapotban is fellel-
heték), hogyan érvényesiil a Ca®*-aktivalt eré6 Ca?*-érzékenységének szarkomerhossz-
figgése.

A sertés, egér és human szivizomsejtek, egészséges egyedekben is részben eltérd
miofibrillaris fehérjéket expresszalnak és ezért eltéré aktin-miozin ciklussebességgel
(k,) rendelkeznek. Osszehasonlité jellegli vizsgalatunk lehetéséget adott a Frank-
Starlingmechanizmust biztosité szarkomerhossz (SL)-requlalt Ca?*-érzékenység fehérje
expresszio-fliggésének, és hipotetikus k, -fliggésének tanulmanyozasara (14. dbra).
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14. adbra. A Frank-Starling mechanizmus rekonstukcidja egyetlen, egér eredetii szivizomsejten.
Az alkalmazott Ca®* koncentracié a maximalis eré felének kivaltasahoz volt elegend6 (SL: 1,9 um, pCa 6,2).
Az izomerd mind 1,9 (folyamatos vonal), mind 2,3 um (szaggatott vonal) szarkomerhossz esetében szerepel.
Az aktivacio tejessé vélasa utan végrehajtott gyors hosszvaltoztatasokat (csillaggal és nyilakkal jeldlve)
valtottunk ki, és az ezek hatasara bekovetkez6 hirtelen er6 tranzienseket is régzitettiink. Ezzel a manéverrel

(80%-ra roviditett, majd visszaallitott szarkomerhossz - release-restretch) szamitottuk a k,, értékét.

El6szor a harom emlésfaj sziveibdl nyert szivizomsejt-preparatumok alap mechani-
kai viselkedését vetettiik dssze (1. tabldzat).

1. tablazat. Harom emlés faj szivizomsejtjeinek keresztmetszetre normalizalt

maximalis Ca2*-aktivalt eré értékei (F,) és passziv erd értékei (Fpassz,.v)

F, (kN/m?) 1,9 pm 2,3 um
Sertés 30,3%£3,0 51,8+6,9*%
Egér 27,2+3,9 56,6+3,9*%
Human 28,6%3,3 49,5+3,7*

F o assziv (kN/m?) 1,9 um 2,3 um
Sertés 3,8+0,6 6,9£0,7*
Egér 3,8+0,8 10,5+0,6*§
Human 2,5£0,4 5,7+0,7*

*: P<0,05 atlagok 1,9 um vs. 2,3 um szarkomerhossz azonos fajon belil, §: P<0,05 atlag vs. human vagy sertés
adatok azonos szarkomerhossznal.

Az 1. tdblazatban feltlintetett eredmények alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt
emldsfajok szivizomsejtjeinek aktiv ereje egymashoz nagyban hasonlé, és a SL nove-
Iésével egydntetlien fokozhato volt. A Hill-koefficiensek szintén nem tértek el a harom
csoportban. A nyujtas hatasara az egyes szivizomsejtekben atlagosan 11-19 kN/m2-rel
novekedett az .. Erdekes viszont, hogy a passziv er8, egér eredetli szivizomsejtekben,
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15. abra. Hirom emlésfaj szivizomsejtjeit jellemzé Ca?*-érzékenységi gorbék SL-fiiggése.
Mindharom faj Ca®*-érzékenységi gérbéje azonos mértékben tolddott balra a sejtek nydjtasat kdvetéen.
A két kulonb6zé szarkomerhosszhoz tartozé eréértékeket Ures (1,9 um) és telt (2,3 um) szimboélumokkal
kiilonitettiik el, melyek egymastdl a pCa 7-tél nagyobb de pCa 4,75-t8l kisebb [Ca%*]-nal szignifikénsan
eltértek. Az illesztett gorbék balra tolodasainak mértéke az egyes fajoknal szignifikdns volt, ugyanakkor
azok mértéke nem kilonbozott a harom faj kozott. (Mintaszamok: human n=16 szivizomsejt, egér n=8
szivizomsejt és sertés n=6 szivizomsejt. )

a nyujtas hatdsara nagyobb mértékben fokozédott, mint emberi és sertés eredet( sziv-
izomsejtekben.

A kovetkez6 Iépésben a kontraktilis eré Ca?*-érzékenységének SL-fliggd valtozasait
kivantuk ésszehasonlitani a harom fajban. A Ca?"-érzékenység kénnyebb dsszehason-
lithatésaga érdekében a kilonboz6 szivizomsejteken mért eréértékeket az adott sejten
mért maximumra normalizaltuk (15. dbra). A rovidebb, 1,9 um-es és hosszabb, 2,3 um-es
szarkomerhossznal meghatéarozott Ca®*-érzékenységre jellemz6 paramétert (pCay,) a
2. tdbldzat foglalja 6ssze. Méréseink szerint a harom kilonb6z6 fajbdl izolalt szivizomsej-
tek Ca%*-érzékenységi gorbéi a sejtek megnyujtasat kdvetéen hozzavetélegesen azonos
mértékben tolédtak balra. A balratolédas mértéke minden esetben szignifikdns volt.
Sertésekben 0,14+0,01, egerekben és emberekben 0,11+0,01 pCa egységgel lehetett
kifejezni a szivizomsejtek nyujtasat kovetd Ca’t-érzékenység fokozddas atlagait, melyek
a kiilonbo6z6 fajok esetében egymastdl szignifikdnsan nem kiilonboztek.

2. tablazat. Harom emlésfaj pCag, értékei rovidebb (1,9 um-es)
és hosszabb (2,3 uum-es) szarkomerhosszaknal

pCa;, 1,9 pm 2,3 pm

Sertés 6,07+0,02 6,21+0,03*
Egér 6,18+0,01 6,29+0,03*
Human 6,10+£0,04 6,21+0,03*

*: P<0,05 adatok 1,9 um vs. 2,3 um szarkomerhossz azonos fajon beliil.
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A tovabbiakban a keresztkotési kinetikat jellemzé k, paraméter SL-fliggésének meg-
hatarozasara koncentraltunk. Ezek a mérések érdekes, Ujszerli eredményeket hoztak.
A kilonbségek hangsulyozasa érdekében a harom fajbdl szarmazéd adatokat a mért
abszolut értékekkel tiintettiik fel (76. dbra). Az 1,9 um-en és a 2,3 um-en valameny-
nyi Ca**-koncentracion meghatérozott aktin-miozin ciklussebesség (k,) emberekben
viszonylag lassu, egerekben viszonylag gyors és sertésekben - a human adatokhoz
hasonléan - ismét viszonylag lassu volt. A maximalis Ca?*-telitettségnél (1,9 pm-es
szarkomerhosszan) mért k, . paraméter sertésekben: 1,02+0,05 1/s; egerekben:
744+0,15 1/s és emberekben: 1,33+0,11 1/s volt. Ezek az adatok megerésitik, hogy a
Frank-Starling mechanizmus a harom eml&sben alapvet6en eltéré aktin-miozin kinetika
mellett, de a SL ndvelésére kdzel azonos Ca?*-érzékenység-fokozddast eredményezve
valésult meg.

Meglepé, hogy a szivizomsejtek nyujtasat kovetben a k, paraméter egyik fajban sem
valtozott szignifikdnsan. A Ca?*-érzékenység SL-fliggd ndvekedése a vizsgalt emlSsok-
ben tehat nem jart egyiitt az aktin-miozin ciklussebesség valtozasaval.
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16. abra. Az aktin-miozin ciklus sebessége kiilonb6z6 emlés szivekben.
Mig emberben és sertésben viszonylag lassu kinetika figyelheté meg, addig az egerekben viszonylag
gyors aktin-miozin ciklussebesség kiséri a szivosszehtzodasokat. A szivizomsejtek nyujtasanak hatdsara
egyik fajban sem valtozott a keresztkotési kinetika. (Mintaszamok: human n=16 szivizomsejt, egér n=8
szivizomsejt és sertés n=6 szivizomsejt. )

A P, kontraktilis hatasairél ismert, hogy az, az er6general6 aktin-miozin atmenettel
dsszefliggésben, csdkkenteni képes a Ca’*-aktivalt erét (Kentish, 1986; Pate és Cooke,
1989; Regnier és mtsai., 1995; Tesi és mtsai., 2000), mikdzben az aktin-miozin ciklus-
sebesség né. Ezért megvizsgaltuk, hogy kisérleti preparatumainkon 10 mM P, hogyan
befolyasolja a Ca?*-aktivalt er6t és a k, -t. Varakozasunknak megfeleléen 10 mM P, vala-
mennyi Ca®*-koncentraciénal szignifikdnsan csékkentette a kialakult izometrias erét.
Az F_ a P, hatasara mindharom vizsgalt fajban a kontroll ~60-65%-ara csokkent (human
mintakban 65+5%, egerekben, 60+1% és sertésekben 61+1%; P>0,05; SL: 1,9 um). A P,
hatasa alatt a Ca*-érzékenység SL-fliggését is vizsgaltuk. Ezért minden mért eréérté-
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ket az adott korilmények kozétt mért maximumra normalizéltuk és a kapott adatokat
illesztettlik a Hill-egyenlettel. Az analizis azt mutatta, hogy a nyugalmi SL (1,9-rél 2,3
uM-re térténd) ndvelése altal kivaltott Ca?*-érzékenyitést egyik fajban sem befolyasolta
a P, jelenléte. A kapott valtozas (ApCa,,) a P, jelenlétében is ~0,1 pCa-egység volt.
Ugyanakkor a 10 mM P, alkalmazasa dramai gyorsulast okozott mindharom faj eseté-
ben az aktin-miozin keresztkotési kinetikaban (k). A 10 mM P.-t tartalmazé human és
sertés mintak esetében a k, . . n6vekedése ~1,6-szor haladta meg a P, nélkili kisérleti
korilmények kozott mért értéket. Egér preparatumok esetén ez a névekedés elérte a
~3-szorosat. A keresztkotési kinetika gyorsuldsa mindkét SL-nal észlelhet6 volt, de az
SL moédositasa tovabb nem moédositotta a k,, értékeket (barmely Ca?* koncentréacional
vizsgélva). Mas szavakkal, 10 mM P, alkalmazasa mindharom eml&sben szignifikdnsan
fokozta az aktin-miozin ciklussebességét, de ez a gyorsulas fliggetlen volt a SL érté-
kétél.

Korabbi vizsgalatokban, melyeket részben nyul vazizom prepardatumokon (Tesi és
mtsai., 2000), részben egérsziv miofibrillumain végeztek (Piroddi és mtsai.,, 2006) a
hémérséklet emelése fokozta a P, aktin-miozin cikluskinetikara kifejtett hatasat. Ezért
megvizsgaltuk, hogy sajat kisérleti rendszeriinkben a hémérséklet novelése - a fizio-
I6gidsabb tartomany irdnydba — mennyiben befolyasolja a preparatumok kontraktilitasi
paramétereit. Ezért 10 mM P, jelenlétében végzett kisérleti protokollunkat human sziv-
izomsejteken 25 °C-on is megismételtiik. Eredményeink szerint 1,9 um-es SL esetén
25°C-on a maximalis Ca?* aktivalt erd 35,2+4,2 kN/m? volt (=10 huméan szivizomsejt),
mig 10 mM P, hozzdadésa utan ezen érték 17,4+2,4 kN/m?-re csokkent. Ezen kisérlete-
ink azt mutattak, hogy — az irodalmi adatok alapjan megfogalmazott varakozasainknak
megfeleléen - 25°C-on 10 mM P, erételjesebben csdkkentette a F -t, mint 15 °C-on.
A hémérséklet emelés viszont tovabb ndvelte a mért k,, értékeket. A k, ndvekedése
~5,2-szeres volt a P, nélkili 15 °C-on elvégzett mérések adataihoz képest. A human pre-
paratumokon 25 °C-on 10 mM P, jelenlétében mért k. . érték 7,03+0,321/s volt. A k,,
esetleges SL-fliggését vizsgalva azonban tovadbbra sem taldltunk szignifikdns kiilonbsé-
get a k,-ben a két eltér6 SL alkalmazasakor.

Osszességében megallapithatd, hogy vizsgalati eredményeink kiegészitd jelleg( infor-
macidkat szolgaltattak a Frank-Starling mechanizmus molekularis hatteréhez. Olyan
Osszehasonlitd jellegli méréseket végeztiink, melyek soran azonos laboratériumi
korilmények kozott harom kiilonb6zé emldsfaj szivizom aktin-miozin ciklussebessé-
gének szarkomerhossz-fliggését vizsgalhattuk. A munka jelentéségét az adja, hogy a
szivizomsejtek szarkomerhossza és kontraktilis ereje kdzti kapcsolat molekularis szin-
ten ma még nem feltart. igy az sem eldéntétt, hogy a Frank-Starling mechanizmus
soran a szarkomerek megnyulasat az aktin-miozin interakcié sebességének és/vagy
az egymasra hatoé aktin-miozin kereszthidak szamanak valtozasa kiséri-e. Hipotézisiink
szerint, amennyiben a Frank-Starling mechanizmus az aktin-miozin ciklus kinetikdja-
nak véltozadsaval magyarazhat6, ugy membran-permeabilizalt izolalt szivizomsejteken
a szarkomerhossz valtoztatasaval a kontraktilis eré Ca?*-érzékenységének és az aktin-
miozin specifikus k, paraméternek egyarant véltoznia kellett volna. Tovabba feltételez-
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tik, hogy az emberi, egér és sertés prepardtumok adatainak 6sszehasonlitdsa segithet
az emlésokben altalanosan uralkodé torvényszerlségek felismerésében is.

A Ca’*-érzékenység fokozddasa — a szarkomerhossz 1,9 pm-rél 2,3 um-re torténd
emelésére — emberekben, egerekben, és sertésekben statisztikailag nem kiilonb6zott,
és mértéke Osszevethet6é volt mésok altal a Frank-Starling mechanizmusra korabban
kapott kisérletes eredményekkel (Adhikari és mtsai., 2004; Allen és Kentish, 1985;
Wannenburg és mtsai., 1997). A Ca?*-érzékenységi gorbék balra tolodasanak mértéke
tehat az eml8s szivben univerzalisnak tlinik. A nagyobb szarkomerhossznal kialakuld
Ca?*-érzékenység-fokozddas szubmaximalis aktivacio esetén a Ca®*-érzékenységi gor-
bék szigmoid jellege miatt akar az erd duplazédasat is maga utan vonhatja, mely jol
magyarazza a diasztolés telédés fokozddasanak kontraktilis erét fokozé hatasat.

A k,, vizsgalata soran megfigyeltik, hogy a harom fajban alapvetéen eltérd kereszt-
kotési kinetika mellett zajlanak a szivizom kontrakciok. A k,, mindharom eml6sfajban
kifejezett Ca®"-koncentracié-fliggést mutatott. Kisebb Ca?*-koncentraciok felé haladva
a keresztkotési kinetika lassult, jollehet az egerek abszolut értékben kifejezett k,, para-
méterei valamennyi Ca?"-koncentracional szignifikdnsan nagyobbak voltak a masik két
fajban észlelteknél. Irodalmi adatok alapjan ez minden bizonnyal azzal magyarazhato,
hogy az egerek szivizmaban az MHC két izoformaja kozil sokkal nagyobb aranyban
taldlhaté meg a gyorsabb a izoforma, mig emberben és sertésben ez az arany a las-
sabb B izoforma javara tolddik el (Konhilas és mtsai., 2002; Rundell és mtsai., 2005). Ez
a kinetikai kiilonbség 6sszefliggésben allhat azzal az élettani sajatossaggal, miszerint az
egerek nyugalmi szivfrekvenciaja 500 tés/perc koriili. igy ahhoz, hogy az allat hatasos
0sszehuzddasokkal képes legyen fenntartani perctérfogatat, nyilvanvaléan gyorsabban
kivitelezett szivizom kontrakcidkra van sziiksége. Az egérszivek gyorsabb kinetikdja
mellett is azonos Ca®*-érzékenység fokozodas, ugyanakkor arra hivja fel a figyelmet,
hogy a Frank-Starling mechanizmus szempontjabol a miozin nehézlancok 6sszetétele
alarendelt jelentéségl. Ezért a kronikus szivelégtelenség kapcsan kialakuld relativ
B-MHC izoforma tulsulytél (Mercadier és mtsai., 1981) sem varhat6 az SL-fliggd Ca?*-
érzékenyités valtozasa. Az egerek szivizomsejtjei a human és sertés eredetl szivizomsej-
tekhez viszonyitva jelentésebb passziv er6t generdltak a 2,3 pm-es szarkomerhosszon.
Ennek a magyarazata az egerek merevebb titin izoforma expresszidjaval allhat 6ssze-
fuggésben (Cazorla és mtsai., 2000).

A F, és pCa,, értékekben P, jelenlétében észlelt valtozasokat az aktin-miozin ciklu-
son belili atmenetek valtozasaihoz rendelik (Palmer és Kentish, 1998; Pate és Cooke,
1989). Adataink azt mutattak, hogy a P, fajtol és SL-t6l fliggetlenil kbzel azonos relativ
mértékkel csokkentette a preparatumok altal generélt er6t. A P, minden vizsgalt fajban
hasonlé médon befolydsolta a keresztkotési kinetikat, ezért hatdsa az aktin-miozin cik-
lusra konzervativnak mondhaté. Human szivizomsejtekben a mért k, értékek tovabb
emelkedtek, amikor az P-t tartalmazo oldatok hémérsékletét 15°C-rél 25°C-ra emeltik.
Mindennek ellenére barmely adott [Ca2]-nal és P.-nél a k,, értéke egyik vizsgalt fajban
sem fliggott a nyugalmi szarkomerhosszusagtol.

Az SL-fliggé Ca?*-érzékenyités molekularis mechanizmusa ma még nem tekintheté
tisztazottnak, de valdszinUsithetd hogy a kdvetkezd tényezéknek van kiemelt szerepiik:
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1) az SL megnyujtasa noveli az er6general6 keresztkotések szamat (Adhikari és mtsai.,
2004; Fitzsimons és Moss, 1998), és/vagy 2) ndveli a cTnC Ca?*-affinitasat (Fukuda és
mtsai., 2000; Hofmann és Fuchs, 1987). Az, hogy a két mechanizmus molekularis koor-
dinacidja hogyan torténik, és melyik folyamat milyen mértékben befolyasolja az aktin-
miozin ciklus sebességét, jelenleg nagyrészt még ismeretlen. Elméleti megfontolasok
azonban arra engednek kovetkeztetni, hogy az er6generald keresztkotések szamanak
novekedése valdszinlleg lassitand az aktin-miozin ciklus sebességét (Campbell, 1997),
mig a cTnC-hez kotétt Ca?™ ndvekedése inkédbb gyorsitana ezt a paramétert (Brenner,
1988; Wolff és mtsai., 1995). Eredményeink azt mutattdk, hogy dacdra a SL-novelésre
létrejott er6nbvekedésnek adott [Ca?*] esetén a k,, alland6 maradt. Mas szavakkal fogal-
mazva, mindharom vizsgélt fajban a [Ca®'], a P, és human minték esetén a hémérsék-
let valtoztatasa ellenére sem sikerilt elkiloniteni egymastél a két lehetséges elméleti
allapotot: SL-fliggé moédon nem nétt és nem is csokkent a k,. EIméletileg lehetséges,
hogy a két folyamat kiegyenlitette egymast, és igy a kooperativ er6 fokozédasa épp
annyira lassitotta, mint a Ca?*-affinitas névekedés gyorsitotta az aktin-miozin ciklust, és
ezért az nem valtozott. Az alkalmazott nagyszamu eltéré kisérleti elrendezés tiikrében,
ez a lehet8ség azonban valészer(tlen. Sokkal valészin(ibb, hogy a [Ca?'] (és nem a SL)
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17. abra. A vékony filamentum aktivaciéjanak harom-fazisu modellje.
,Blokkolt” dllapotban a tropomiozin fonalak gatoljak (blokkoljak) az aktin ,aktiv” felszinét (sotétszlirke
kércikk), amihez a miozin fejek kétédhetnek. Ca?* jelenlétében aktivalédik a cTnC, a tropomiozin fonal
a kettds aktinhélixen az un. ,aktindrok” irdnyaba mozdul el, és lehetévé valik a gyenge keresztkotések
kialakulasa (,zart” allapot) a miozin fej és az aktin ,aktiv” felszine kozott. A Ca®* elésegiti a ,nyitott” allapot
kialakuldséat, ami a tropomiozin fondl aktindrok mélyére valé elmozduldsaval, és teljesen szabaddé valt
Jaktiv” felszinnel jar. [gy kialakulhatnak az erés aktin-miozin keresztkotések. A SL névelése, eredményeink
szerint fokozza a zart allapot kialakuldsanak val6sziniliségét. Az anorganikus foszfat (P) gatolja a nyitott
allapot kialakuldsat, csokkenti az erds aktin-miozin keresztkotések kialakuldsi valoszinliségét és ezzel az
izomer6t (McKillop és Geeves, 1993, figyelembe vételével).
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a f6 meghatarozoja emlés szivekben a k, értékének. Eredményeink ezért inkabb azt az
elképzelést tamogatjak, mely szerint a SL nem szabalyozza kézvetlendl a k,, szempont-
jabol meghatarozo keresztkotési [épéseket (Adhikari és mtsai., 2004). Mindez a vékony
filamentum aktivacié harom-fazisu modelljével j6l magyardzhaté (17. dbra) (McKillop és
Geeves, 1993; Wannenburg és mtsai., 2000), mert az helyt ad a kontraktilis eré SL-fliggd
novekedésének a keresztkotési kinetika lathatd valtoztatasa nélkil is. Ezen modell sze-
rint Ca?* jelenlétében SL-fliggé modon fokozddhat az tgynevezett ,blokkolt” allapotbdl
az ugynevezett ,zart” allapotba valé dtmenet valészinlisége, mely gyenge aktin-miozin
keresztkdtések létrejottéhez is vezet, és ez a rendszer Ca?*-érzékenységének fokozoda-
sat okozza. A valodi aktin-miozin ciklus azonban csak a ,zart” és ugynevezett ,nyitott”
allapotok kozott zajlik. A ,zart” és ,nyitott” dllapotok kozti atmenetek tiikroz6dnek tehat
a k,-ben, de ezek mar nem érzékenyek a SL-ra.

Méréseink szerint tehat a Frank-Starling mechanizmust eredményezé molekularis
folyamatok nem az aktin-miozin ciklus sebességének valtozasaval, hanem inkdbb az
egyes aktin-miozin kereszthidak szamanak novekedésével hozhatdk 6sszefliggésbe.
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Iszkémias/reperfuzidés eredetii miokardialis
funkciozavarok hatasa a szivizomsejtek miikodésére

A szivizomzat atmeneti ideig tartd iszkémidjaval és azt kovetd reperfluzidjaval sza-
mos, klinikailag jol definialt helyzetben szdmolhatunk. igy pl. : instabil, vagy varians
angina esetén; acut myocardialis infarctus korai reperflzidja (spontan, vagy trombolizis)
kapcséan, szivkatéterezés soran, a kardioplégidval egyiitt jard nyitott szivmutétek és
szivtranszplantaciok, sét iszkémias szivbetegek terheléses kardioldgiai vizsgélata alatt
is (Kloner és mtsai., 1998). A kovetkezményes iszkémids/reperfuzids szivizom-karoso-
das reverzibilis (kabult miokardium, “stunning”), és irreverzibilis (apoptdzis, nekrozis)
komponensei csokkent pumpafunkciéval jard allapotot eredményeznek (Piper és mtsai.,
1998), melyek a kéros celluldris elvaltozasok fliggvényében a vérkeringést veszélyezte-
tik. Az iszkémias szivbetegségek magas prevalenciaja, a katéteres és m(téti beavatko-
zasok novekvd szama egyarant azt igénylik, hogy az iszkémias/reperfluziés szivizom-
karosodas patomechanizmusardl alkotott ismereteinket bévitsiik, és a megszerzett
ismereteket lehetéség szerint Ujabb terdpids beavatkozasok céljaira haszndljuk (Papp
és Edes, 2000).

Az elmult két évtized allatkisérletei alapjan az iszkémias/reperfluzios szivizom-karo-
sodds szamos koroki tényezéje valt vildgossa. Felismertiik, hogy a reperfuziot kovetd
atmeneti ideig tartd oxigén szabadgyok-képz6édés és intracellularis Ca?*-tultdltdttség
mindségileg mas tipusu veszélyeket hordoz (reperflziés karosodas) (Marban és mtsai.,
1989), mint az azt megel6zé iszkémia alatti kéros utra terel6dott metabolizmus
(iszkémias karosodas) (Allen és Orchard, 1987; Ebus és mtsai.,, 2001; Kloner és mtsai.,
1998; Marban és mtsai., 1989; Piper és mtsai., 1998; Stienen és mtsai., 1999). A szivizom-
zat iszkémids/reperfuzids funkcidzavarai jol kdvetheték — a valés viszonyokat szémos
szempontbdl helyesen modellezé - izoldlt sziveket alkalmazé kisérletekben (Gao és
mtsai., 1995; Gao és mtsai., 1996b) (18. dbra).

Ezen megkozelités alapja az, hogy a leggyakrabban kis allatokbdl (pl. patkany)
eltavolitott sziv koszoruér-keringését (az aortaba rogzitett kanulon keresztil t6rténd

20 perc ischaemia

balkamrai 100 Hgmm

nyomis

10 perc

18. abra. Langendorff-szerint perfundalt izolalt sziv (patkany) balkamrai nyomasvaltozasai
egy 20 percig tart6 globalis iszkémias periodus elétt, alatt és utan.
Az iszkémia kezdetét kdvetéen a balkamrai nyomds gyorsan megsziint, 10-15 perc elmultéval iszkémias
kontraktura alakult ki. A reperfuziét halmozott ritmuszavarok kévették, majd a kamranyomas egy, a pre-
iszkémidshoz viszonyitott csdkkent funkcionalitasu szinten stabilizalédott (kdbult miokardium, ,stunning”)
(Papp és Edes, 2000 alapjan).

32



retrograd) perfuzié révén tartjuk fenn (Langendorff-sziv). Ily médon, a kamrak funk-
cidja ex vivo korilmények kozott tobb 6éran keresztiil tanulmanyozhaté, a balkamrai
nyomas pedig mérhetd. A perfizié megsziintetése ilyenkor az egész szivre kiterjed6,
globdlis iszkémiat hoz létre, mely a kontraktilis er6 néhany perc alatti teljes megszu-
nését vonja maga utan. A balkamrai nyomasban ilyenkor kialakulé zuhands tehdt az
oxigénhianyossa tett izomszovet pumpafunkciéjanak rohamos csdkkenésére hivja fel
a figyelmet. A 18. abran egy Langendorff-szerint perfundalt patkanysziv balkamrai
nyomadsvaltozasait egy 20 percig tarté globdlis iszkémias periédus elétt, alatt és utan
tlntettlk fel. Az iszkémia kezdetét kdvetéen a balkamrai nyomds gyorsan megszlnt,
10-15 perc elmultaval iszkémias kontraktura alakult ki. A reperfuziét halmozott ritmus-
zavarok kovették, majd a kamranyomas egy, a pre-iszkémidshoz viszonyitva csokkent
funkcionalitasu szinten stabilizalédott (kabult miokardium, ,stunning”).

Ma mar ismert, hogy a folytonos oxigénhiany dacdra, az iszkémia beallta utdn az
izom-0sszehuzodas energiaforrdsaként szolgaldé MgATP kezdetben csak kismértéku
koncentracio-csokkenést mutat. Ennek az az oka, hogy az intracellularis kreatinfoszfat
készlet a MgADP-bdI torténd MgATP reszintézist akar 5-10 percig is biztosithatja (Allen
és mtsai., 1985; Allen és Orchard, 1987). A pumpafunkcié koszoruér-elzarédast kdvetd
azonnali romlasdnak a MgATP hidnya ezért nem lehet a magyarazata. Azt is leirtak,
hogy a kozel fizioldgias értéken tartott MgATP-koncentracid az iszkémia elsé perceiben
az intracellularis Ca’*-homeosztazist is képes még fenntartani. Mindezen szempontokat
figyelembe véve sziiletett meg a kontraktilis erd iszkémias megsziinésének metabolikus
elmélete (Allen és mtsai., 1985). Az iszkémia kialakulasat kovetéen a pumpafunkcié hir-
telen romlasa jelentés részben azért kdvetkezik be, mert a miofibrillaris rendszer Ca?*-ra
adott valaszad6-készsége (Ca’*-érzékenysége) a megvaltozott metabolikus viszonyok
miatt (intracellularis acidézis, P, akkumulacio) dramaian csokken (Eisner és mtsai., 1989;
Elliott és mtsai., 1992; Kentish, 1986; Kentish, 1991; Palmer és Kentish, 1998). Némileg
meglepd, hogy az iszkémia id6tartamanak el6rehaladdsaval a teljes relaxaciét egy
ténusos izomaktivacié (iszkémias kontraktura) koveti. Elképzelhetd, hogy ekkorra az
intracellularis MgATP-koncentracidja mar oly alacsony értékre csokken, mely az aktin
és a miozin hullamerevséghez hasonl, rigoros 6sszehizdédasat okozza (Koretsune és
Marban, 1990; Stapleton és Allshire, 1998; Ventura-Clapier és Veksler, 1994). Az sem
zarhat6 ki azonban, hogy ennek a ténusfokozdédasnak mas metabolikus okai is vannak
(Allshire és mtsai., 1987; Hoar és mtsai., 1987; Pate és Cooke, 1989). igy példaul felme-
rult, hogy az iszkémias kontraktura létrejéttében szerepet kap az MgATP/MgADP arany
megviltozasa is, mely felvetést sajat kutatasi eredményeink is alatdmasztottak (Papp és
mtsai., 2002). Az iszkémiat tulélé sejtekben a megemelkedett [Ca“]i a korai reperfuzié
alatt ritmuszavarok fellépését, de a kontraktilis rendszer atmeneti funkciécsokkenését
is eredményezheti (Hoar és mtsai., 1987; Marban és mtsai., 1989; Matsumura és mtsai.,
1996; Opie, 1992).
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Az intracelluldris Ca®*-koncentrdcié szabdlyozdsa zavarai iszkémia/reperfiizié alatt

A miokardium iszkémiaja alatt a szivizomsejtek anyagcseréjében bekovetkezé valtoza-
sok idézik elé a [Ca*'], diasztolés emelkedését (Allen és mtsai., 1985; Eisner és mtsai,,
1989; Elliott és mtsai., 1992). Iszkémia alatt az anyagcsere mérleg negativ lesz: azaz
az energiafelhasznaldas meghaladja az aktualis energiatermelést. Ezért a szivizomzat
makroerg foszfat-kotéseket tartalmazé molekuldinak koncentraciéja csokken (Opie,
2004). A vérelladtds megszlinése utan az ellatatlan szivizomterUlet kreatin-foszfat tar-
taléka fokozatosan leépil, majd teljesen kimeril. Az ATP-készlet az elsé percekben
viszonylag stabil, majd fenntartott iszkémia esetén az is fokozatosan csokken (Allen
és mtsai., 1985; Allen és Orchard, 1987). Mindezek kdvetkeztében a szivizomzat legin-
kadbb energiaigényes funkciéi szenvednek zavart, igy az [Ca®'], emelkedésével elébb-
utébb mindenképp szamolni kell (Eisner és mtsai., 1989; Elliott és mtsai., 1992; Marban
és mtsai., 1989; Piper és mtsai., 1998). A sziv globalis funkciéjat tekintve az iszkémia
kialakuldsat kdvetéen el&szor a relaxacios zavar jelentkezik, ezt kdveti a kontraktilis erd
szisztolés csokkenése, majd az elektromos diszfunkcié jelei fejlédnek ki, és csak végiil
jelenik meg az iszkémias eredetl fajdalom, az angina.

A glikolizis a szivizom egyetlen, hipoxids korlilmények koézott is energianyerésre
alkalmas biokémiai folyamata. Az anaerob energianyerés termékeként kialakult piruvatot
a laktat-dehidrogenaz enzim laktatta alakitja NADH egyideji NAD*-da torténd oxida-
lasaval. A laktat intracellularis felszaporodasa és az ATP hidrolizise soran keletkezé H*
akkumulacidja kovetkeztében a szivizomzatban acidézis alakul ki. Az intracelluléris pH
valtozasainak, mint a fentiekben mar utaltam ra, szerepet tulajdonitanak a kontraktilis
funkcié iszkémia alatti csokkenésében (Allen és Orchard, 1987). Az alacsony pH (10 — 20
perces iszkémia végére az intracellularis pH becsiilt értéke 6 - 6,5 korul alakul) ugyanis
csdkkenti a kontraktilis rendszerben Ca?*-érzékel funkcioval rendelkezé ¢cTnC molekula
Ca?*-kotését (Kentish, 1991; Palmer és Kentish, 1998). Az iszkémias periddus alatt anae-
rob irdnyba kényszeritett intracelluldris metabolizmus idével az extracellularis tér pH-jat
is azonos értelemben véltoztatja. A reperfuziét kdvetéen azonban az extracellularis pH
és az oxigénellatdas hamar normalizalédik. Némileg meglepd, hogy az extracellularis
pH és O, tenzi6 reperflziot kovetd hirtelen helyredllasa paradox médon atmenetileg
noveli a szivizomsejtek intracellularis Ca®*-telitettségét (Marban és mtsai., 1989). Ezt
a jelenséget részben azzal magyarazzak, hogy a sejtmembranon at megvalosulé H*
kidramlast egy antiport rendszeren (Na*/H*-csere) keresztil jelentés Na* bearamlds
kiséri. A Na* transzmembran gradiensének csékkenése termodinamikailag elénytelentil
érinti egy masik transzporter mikédésének, a Na*/Ca?*-cserének az intenzitasat is. Ezért
idéegység alatt kevesebb Ca?* jut ki a sejtekbdl, mint fizioldgias intracellularis pH és
Na*-koncentracio jelenlétében (Kloner és mtsai., 1998). Az iszkémidssa tett miokardium
reoxigenizacidja masrészt intenziv oxidativ szabadgyok-képzést is indukal, mely a
jelentds [Ca?*]-kiildnbséggel jellemzett tereket elvalaszté membranrendszerek (felszini
membran és SR membran) és kiilénboz6 fehérjék oxidativ kdrositasaval jarul hozza
a szivizomsejtek [Ca®']; fokozédasahoz (Bolli és Marban, 1999; Piper és mtsai., 1998).
A [Ca?']; normalizélodasa a révid (10-20 perces) iszkémias inzultust tulélé sejtekben a
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vérkéringés helyredllasat kdvetéen 15-20 perccel kdvetkezik be (Gao és mtsai., 1995).
A fenti membranfolyamatoknak és a kévetkezményes [Ca®']-emelkedésnek kiemel-
kedd jelentSsége lehet. A szivizomsejtek reperfuzié allatti atmeneti Ca®*-taltelitettsége
ugyanis jelentése mértékben hozzajarulhat a kontraktilis funkcié csokkenéséhez és sziv-
ritmuszavarok létrejottéhez (Bolli és Marban, 1999; Gao és mtsai., 1996b; Marban és
mtsai., 1989).

A korosan emelkedett [Ca®*], patogenetikai szerepét nagyban mdédositja az iszkémias
periédus idétartama. Mig az 1-2 percig tartd, ugynevezett azonnal sz(iné iszkémiat
kdvetden a kontrakcids funkcié néhdny masodperc utdn normalizalédik, addig a 10-20
percig tarto teljes vérellatasi hiany sulyosabb, de még mindig reverzibilis, Ugynevezett
miokardialis kdbulatot (,stunning”) idéz el6 (Kloner és mtsai., 1998; Opie, 1992). llyenkor
a pumpafunkcio teljes helyreallasa a reperfuziét kdvetéen az intracellularis metaboliz-
mus és a Ca?t homeosztazis rendezédése ellenére sem kdvetkezik be azonnal, a mecha-
nikus diszfunkcié rovidebb-hosszabb ideig (6rak-napok) fennall. A kdbult, azaz csékkent
kontraktilitasu, de életképes szivizomzat mikodészavaranak megértéséhez kiilonb6zé
allatmodelleken végzett vizsgalatok eredményeit hasznalhatjuk fel.

A reverzibilis iszkémids/reperfuziés miokardium-kdrosodds feltételezett mechanizmusai

A napjainkban leginkabb elfogadott alldspont szerint a iszkémiat kévetd reverzibilis
miokardidlis pumpafunkcié csokkenés magyarazata a karosodott kontraktilis fehérje-
rendszer csokkent Ca®*-érzékenységével fligg dssze (Bolli és Marban, 1999). E jelen-
ség oka az, hogy a miokardialis stunning-ban akut fehérjekdrosodasok kdvetkeznek
be, melyek jellegzetesen poszttranszlaciés moédositasokat jelentenek. Létrejottiikben
a fehérjeoldallancok oxidativ-nitrozativ stressz hatdsara bekovetkezd &talakuldsai és
Ca?*-fliggé proteolitikus folyamatok egyarant szerepet kaphatnak (Kloner és mtsai.,
1998; Matsumura és mtsai.,, 1996). A karosodott fehérjék cseréje id6t igényel, és ez
magyarazhatja az 6radkig — napokig tarté funkciondlis zavart (Bolli és Marban, 1999).
Az eddig felvetett fehérjék koziil kiemelenddk a miofilamentumot alkoté fehérjék séri-
Iései. A fehérjék vazédnak és/vagy oldallancainak oxidaciéja éppugy vezethet a fehérjék
feldarabolédasahoz, mint azok kovalens modositasahoz: a szulfhidril (SH) csoportok
oxidacioja, karbonil-képzés, eseteleg intra- vagy intermolekuaris kapcsolatok létrejotte
révén (Giordano, 2005). A kontraktilis fehérjerendszeren beliil szamos regulatorikus
és strukturdlis funkciéval rendelkez6 fehérje kdrosodasat valdszinUsitették. Ugyanak-
kor meglepd, hogy a kiterjedt vizsgalatok ellenére sem vildagos még, hogy melyek
a kdbult miokardiumot kiséré mechanikai funkciézavar elsédleges molekularis okai.
A bizonytalansag forrasai sokrétliek. Bar a csokkent kontraktilitds hatterében egy, a
kés6-iszkémia és korai reperfuzio alatt (a Ca®*-tulterhelt szakaszokban) bekévetkezd
Ca?*-fliggé proteolitikus folyamat aktivalodasa valészinl (Gao és mtsai., 1995; Gao és
mtsai., 1996b), nem rendelkeziink abszolut érvényu bizonyitékokkal arra vonatkozélag,
hogy més mechanizmusok, mint amilyen a reaktiv oxigén és reaktiv nitrogén inter-
medierek okozta eltérések, azt milyen mértékben egészitik ki (Bolli és Marban, 1999).
Tovabba, a kiillonbozé kisérletes rendszerekben nyert eredmények human szivre valé
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érvényesithet6ségét nagyban korlatozza a faji-kiilonbségekbdl fakadd széras is. Sajat
modell vizsgdlatainkban a human sziv kontrakitilis fehérjéinek oxidativ, nitrozativ és
proteolitikus folyamataival egyarant foglalkoztunk (79. dbra), ezért ezeket a folyamato-
kat a kovetkezdkben roviden 6sszefoglaljuk.
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19. abra. A reverzibilis posztiszkémias szivizom-karosodas (stunning)
feltételezett molekularis mechanizmusai.

A szivizom fehérjéi a rovid ideig tarto iszkémiat kovet6 reperfizid hatasara poszttranszlacios
véltozasokat szenvedhetnek, melyek a fehérjefunkciok moédosulasaival jarnak. Irodalmi adatok alapjan
a szivizomfehérjék SH-oldalldncainak oxidacidja, peroxinitrit hatasara tirozin tartalmu oldalldncainak
nitracidja, de a fehérjék fragmentacidja is bekovetkezhet.

Az oxidativ stressz csokkent sziv pumpafunkcidhoz vezet6 szerepét az iszkémias/
reperflzids anyagcserezavaron kiviil, a kronikus szivelégtelenség és a gyullada-
sos citokinek okozta miokardiumkarosodas kapcsan is felvetették (Canton és mitsai.,
2011; Tsutsui és mtsai., 2011). A legfontosabb reaktiv oxigén gyokok és szarmazé-
kaik, a szuperoxid anion (O,) és a hidroperoxi gyckok (HO,). Ezek tulzott termelése
a fehérjék oxidativ modositasait eredményezi. Szuperoxid anion hatdsdra a pat-
kédnybdl izolalt miofilamentumok maximalis Ca%*-aktivalt eré értékei dramaian csok-
kentek (MacFarlane és Miller, 1992). Tovabba az iszkémiat kovetd reperfuzié soran a
patkanyszivek miofilamentumaibdl kivont aktin és a tropomiozin fehérjék részben
reverzibilis, részben irreverzibilis oxidativ médosulasait ismerték fel (Canton és mtsai.,
2004). A miofilamentumokat éré fehérjeoxidacié funkciondlis jelentéségére olyan
kardiomiopatidval egyltt jard transzgenikus allatkisérletekben is ramutattak, melyekben
a xantin-oxidaz enzim gatlasa a miofilamentumok oxidaciojat kivédte, és ennek kapcsan
a sziv kontraktilis funkcidja is ép maradt (Duncan és mtsai., 2005). Altatott sertéseken
végzett kisérletekben (Canton és mtsai., 2006) a koszoruderek mikroembolizacidja kap-
csan észlelt kontraktilis funkcidzavart hoztak 6sszefliggésbe a tropomiozin reverzibilis
oxidacidjaval. A tropomiozin oxidativ kdrosodasa biokémiailag kimutathaté diszulfid
hidak képzéséhez vezetett. Az antioxidans hatdsu C-vitamin jelentés mértékben gatolta
a tropomiozin diszulfidhidjainak létrejottét és a kontraktilis funkciézavart. Osszességé-
ben ezek az allatkisérletes adatok arra hivtak fel a figyelmet, hogy a kontraktilis fehérjék
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oxidaciodja fontos szerepet jatszhat az oxidativ stressz pumpafunkciot csdkkentd haté-
sdban. A human miokardiumon belili fehérjecélpontok vonatkozasaban viszont alig
all ilyen természet(i adat rendelkezésre. A human szivizommintak fehérje SH-csoport-
oxidacidjanak in vitro tanulmanyozéasa ezért 6sszefliggéseket teremthet a korabbi allat-
kisérletes adatokkal. Az SH-csoportok viselkedését célzoé vizsgalatok jelentéségét az is
aldhlzza, hogy az SH-oxidativ atalakulasok megfelel6 redukald szerek alkalmazasaval
elvileg visszafordithatok (Gao és mitsai., 2012). Permeabilizalt izompreparatumokban
az SH-csoportok szelektiv oxidacidja és redukcidja egy SH-specifikus oxidalészer, a
2,2'-ditiodipiridin (DTDP) (Lamb és Posterino, 2003), és kiilonb6z6 redukalé szerek alkal-
mazasaval megvaldsithatéd (Hertelendi és mtsai., 2009; Hertelendi és mtsai., 2008).

Az elmult évek kiemelkedd jelentéségli eredményei kozzé tartoznak a reaktiv nitro-
gén intermedierek in vivo betdltott funkcidinak felismerése. A legismertebb ilyen jellegi
intermedier a nitrogénmonoxid (NO). A nitrogénmonoxid szuperoxid anionnal fiziol4-
gias korulmények kozott is peroxinitritté (ONOQ") alakul, mely élettani mennyiségben
szignalizaciés szereppel is rendelkezik (Ferdinandy, 2006). A peroxinitrit termel&dés
koros emelkedése azért lehet fontos, mert a peroxinitrit tébb aminosav nitrooxidativ
modositasara képes, és ez a fehérjék (pl. enzimek és ioncsatornak) inaktivalédasahoz
vezethet. A peroxinitrit altal kivaltott nitralédas a tirozin és a triptofan oldallancokon
torténik. A reakcidéban képz8dé nitrotirozint az in vivo termel8dé peroxinitrit indikatora-
nak is tekintik. A peroxinitrit fokozott, és ezért potencidlisan toxikus, szoveti szintjeivel
az iszkémias/reperfuzids anyagcserezavar kapcsan, de feltehetéen a krénikus szivelég-
telenség kialakulasa soran is szamolni kell (Haywood és mtsai., 1996; Mihm és mtsai.,
2001). Allatkisérletes modellekben a miokardiélis fehérjék peroxinitrit-indukalt karoso-
dasa (nitrotirozin oldallancok képz6dése), valamint a sziv pumpafunkcidjanak romlasa
kozott szoros 0sszefliggés mutattak ki (Ferdinandy és mtsai., 2000; Weinstein és mtsai.,
2000). Peroxinitrittel vagy citokinekkel kezelt patkany ,dolgozé sziv” preparatumokon
csoOkkent a szivizomzat ATP felhasznalasa, mely alapjan a peroxinitrit kontraktilis funkci-
ora kifejtett kozvetlen hatasat feltételezték (Ferdinandy és mtsai., 1999; Schulz és mtsai.,
1997). A miofibrillaris kreatin kindz 40 kDa molekulatdémeg( izoformajanak nitralédasat
doxorubicin-kezelt egérszivekben és peroxinitrit-kezelt patkdnysziv trabekuldkban is
igazoltak (Mihm és mtsai., 2001; Weinstein és mtsai., 2000). Az eddigi kisérletes eredmé-
nyek alapjan megallapithato, hogy a peroxinitrit-indukalt nitrotirozin-oldallanc képzé-
dés tobb célfehérje karosodasat okozhatja (Kanski és mtsai., 2005; Mihm és mtsai., 2001;
Weinstein és mtsai., 2000). Arrdl is vannak adatok, hogy a peroxinitrit az SH-csoportok
oxidacidjara is képes. Azon Osszefliggések azonban, melyek a peroxinitrit hatasara
a fehérjékben létrejovd nitrotirozin oldalldncok és oxidalt SH-csoportok képzédésén
keresztil csokkent szivfunkcidhoz vezetnek, kiilondsképpen a human szivben, ma még
feltaratlanok.

Specifikus proteaz inhibitorokkal végzett kisérletek alapjan valészinUsithetd, hogy
az iszkémiat kdvetd Ca?*-tultdlt6dés hatasara kialakuld részleges miokardialis proteolizis
a p-calpain (Calpain-I), neutrdlis intracelluldris protedzhoz kapcsolhaté (Gao és mtsai.,
1997, Gao és mtsai, 1996a; Matsumura és mtsai., 1996; Yoshida és mtsai., 1995).
A p-calpain minden sejtben expresszal6dd, limitalt proteolizis soran aktivalédé enzim-
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fehérje, mely fiziologiasan valoészintileg az izomfehérjék szabdlyozott lebontasaban vesz
részt. Indirekt bizonyitékok allnak rendelkezésre arra, hogy a p-calpain szerepet jatszik
a miokardium reverzibilis iszkémias/reperfuzids karosodasaban is. A p-calpain inhibito-
raval, Ca®*-csatornablokkolok alkalmazasaval, tovabba az akciés potencial idétartama-
nak roviditésével az iszkémias/reperfuzids karosodas mértéke csokkenthetd (Bolli és
Marban, 1999; Matsumura és mtsai., 1996). A u-calpain-rél ismert, hogy a szarkomerek
Z-lemezeinek kornyékén halmozddik fel és, hogy a pM-os [Ca®*], képes aktivalni (Goll és
mtsai., 1991). In vitro koriilmények kézott a p-calpain szdmos regulatorikus és strukturalis
funkcioval biré miofibrillaris fehérjét hasit (Di Lisa és mtsai., 1995; Goll és mtsai., 1991).
Nem ismert azonban, hogy ezek hogyan viszonyulnak a kabult miokardium csokkent
funkcionalitasahoz. A korabbiakban felmeriilt, hogy a p-calpain a troponin-komplex cTnl
alegységének degradaciojan keresztiil jatszik donté szerepet (Gao és mtsai., 1997). Ezek
alapjan a kabult miokardium a kontraktilis fehérjék regulaciés folyamatainak karoso-
dasa kovetkeztében alakulna ki. Masok eredményei alapjan viszont a kdbult miokardium
patogenezisében egy, a szivizomsejteket éré strukturalis kdrosodas valdszinUsithetd
(Matsumura és mtsai., 1996; Van Eyk és mtsai., 1998; Yoshida és mtsai., 1995). A kifejezett
miofibrillaris funkciéromlast eredményez6 proteolizis ugyanis megbontja a Z-lemezek
egységét, ami a dezmin és feltehetdéleg mas citoszkeletdlis fehérjék (pl. titin, fodrin,
a-aktinin) hasitasahoz kotheté. Tovabb bonyolithatja a képet, hogy a lehasadd degrada-
ciés termékeket transzglutaminaz aktivitasu enzimek mas miofibrillaris fehérjékhez kap-
csolhatnak. llyen kovalens komplexeket a cTnl hasitasaboél keletkezé degradalt proteinek
vonatkozasdban is azonositottak (McDonough és mtsai., 1999). A human miokardium
iszkémids karosodasanak diagnosztikdjaban a troponin komplex (elsésorban a cTnl és
a cTnT) bomlastermékeinek vérplazmaban torténé felismerése jelenleg kdzponti helyen
szerepel (Katrukha és mtsai., 1998). Nincs egyetértés azonban abban, hogy melyek a
proteolizis altal elsésorban karositott strukturak (Di Lisa és mtsai., 1995; Gao és mtsai.,
1997; Goll és mtsai., 1991; Matsumura és mtsai., 1996; McDonough és mtsai., 1999; Van
Eyk és mtsai., 1998; Wang és mtsai., 2002; Yoshida és mtsai., 1995), valamint hogy ezek
milyen médon viszonyulnak a megvaltozott miofibrillaris funkciéhoz, és az eddig feltart
Osszefliggések milyen mértékben vonatkoztathaték az emberi szivizomzat iszkémias/
reperfuzids karosodasara (Kloner és mtsai., 1998). A legujabb vizsgalati eredmények
alapjan az is felmeriilt, hogy a proteolitikus aktivitdshoz a szabadgyokok altal aktivalt
matrix metalloproteindz-2 enzim mikodése is hozzajarulhat (Wang és mtsai., 2002).

Osszefoglalva: a kabult miokardium kialakuldsdban szdmos strukturalis és
regulatorikus funkciéval bird fehérje kdrosodasa valdszindsitheté. A funkcié romlasa-
hoz nem feltétlenll szilkséges nagymérvi fehérje-atalakulds. Ez a tény is magyardz-
hatja azt, hogy a funkcionalis hatasu fehérje-véltozasokat miért olyan nehéz pontosan
azonositani.
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A szivizom szarkomerét alkotd fehérjék SH-oxiddcid, peroxinitrit-expozicid
és u-calpain-okozta eltérései

A kontraktilis fehérjék SH-oxidacié hataséra bekdvetkezé funkcionalis valtozasait bal-
kamrai donor eredetli human szivizomsejteken a fehérjék SH oldallancait szelektiv
modon oxidalé DTDP alkalmazasaval tanulmanyoztuk (Hertelendi és mtsai., 2008).
DTDP novekvd koncentarcidival végzett inkubacidk utan megfigyeltiik, hogy a kamrai
sejtek telité [Ca®*] jelenlétében egyre kisebb erejl 6sszehlizodasok létrehozasara voltak
csak képesek. 10 mM DTDP alkalmazésat kdvetéen az erégeneralds megsziint, jollehet
az 10 mM antioxidans hatasu ditiotreitol (DTT) alkalmazasat kdvetéen jelentés mér-
tékben ismét visszatért. 10 mM DTT DTDP-kezelés nélkiil viszont nem fejtett ki hatast.
Ezekben a vizsgalatokban azt is megfigyelhettiik, hogy az SH-oxidal6szer okozta teljes
funkciovesztés a szivizomsejtek fénymikroszkdpos szerkezetében nem okozott eltérést.
A tovabbiakban a DTDP-okozta mechanikai és a fehérjék SH-oxidativ allapotaban beko-
vetkezett valtozasokat kivantuk 6sszehasonlitani, melyet a redukalt SH-csoportok meny-
nyiségét mérd Ellman-reakcid segitségével kiséreltiik meg. Ezen eredményeink alapjan
megallapithaté volt, hogy a human kamrai szivizomsejtekben a redukélt SH-csoportok
mennyiségének teljes elvesztésével parhuzamosan a Ca?*-aktivalt erégeneralas szintén
felfiggesztédott, jollehet, az F_ és a fehérje-SH-oxidacié koncentracio-fliggd véltozasa,
relativ értelemben, egymassal nem volt teljesen azonos. A F_ kozel felére torténd er6-
csOkkenéshez vezeté 2,5 mM DTDP alkalmazéasakor pl. a szivizomsejtek redukalt SH
csoportjainak (Ellman-reakciéval meghatarozott) kontrollhoz viszonyitott relativ aranya
mindodssze 14,8+2,4% volt. Mindazonaltal, a DTDP ugyanazon koncentracio-tartomany-
ban csékkentette az F -t és a fehérjék redukalt SH-csoportjainak mennyiségét, az SH
specifikus redukalészer erélyes reverzidt eredményezett nem csak az erében, de az SH
csoportok szamaban is. Mindezek a DTDP-vel moduldlt SH-csoportok mennyiségének
és a mechanikai paraméterek kozti ok-okozati 6sszefliggések jelenlétére hivtak fel a
figyelmet.

A tovabbiakban az SH-oxidativ elvaltozadsok mechanikai kdvetkezményeit részletei-
ben kivantuk tanulmanyozni. Ehhez egyetlen, a maximalis er6 kozel felére torténd eré-
csokkenéshez vezeté DTDP koncentraciot (2,5 mM) hasznaltunk, viszont meghataroztuk
az izometrias erd Ca®*-érzékenységét, és a K, max €Tt€két is (20. dbra). A maximalis er6
kozel felére torténd mesterséges erécsokkentést azért tartottuk megfeleld stratégianak,
mert ilyenkor a kivaltott mechanikai hatas részletei még megfelelé jel-zaj viszonyok
mellett voltak értékelhetéek. 2,5 mM DTDP hatasara nem csak az F (a kontroll 64%-
ara), hanem annak Ca?*-érzékenysége (ApCay,=0,22+0,02) és k,, . .. (1,07£0,04 1/sec-rdl
0,8+0,05 1/sec-ra) is csokkent. A k.. paraméterben tapasztalt DTDP-fliggé szignifi-
kans csokkenés arra hivta fel a figyelmet, hogy a DTDP-okozta SH-oxidacié kapcsan az
aktin-miozin ciklus sebessége csdkken. 2,5 mM DTDP hatasara az n ,, némileg csokkent
(2,01£0,08-r¢6l 1,76+0,08-ra, mig az Frassziv kis mértékben nétt (2,6+0,3 kN/m?-rél 2,8+0,2
kN/m?-re). 10 mM DTT az n,, és Foassziv kivételével a tobbi paramétert majdnem toké-
letesen helyredllitotta.
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20. abra. Az SH-oxidacio és SH-redukcié miofibrillaris hatasai human szivizomsejteken.

A relativ (A) és normalizalt (B) Ca2*-erd &sszefiiggések azt mutatjak, hogy 2,5 mM DTDP okozta fehérje
oxidacio (ox. ) csdkkentette a Ca®*-aktivalt erét, és annak Ca?*-érzékenységét. 10 mM DTT 6nmagaban
nem fejtett ki hatast, de majdnem teljesen helyreéllitotta a Ca?*-eré 6sszefliggésekben tapasztalt
véltozasokat a DTDP alkalmazasat kdvetden (red. ). 2,5 mM DTDP drasztikusan csdkkentette a redukalt
allapotban taldlhat6 SH csoportok mennyiségét (C), és kis mértékben az aktin-miozin ciklussebességet
(k) is. Utobbi két hatas teljes mértékben visszafordithato volt (Hertelendi és mtsai., 2008 alapjan).

A DTDP-okozta funkciondlis eltérésekért felelés SH-oxidalt fehérjék azonositasa
érdekében tovabbi biokémiai jellegl vizsgalatokat hajtottunk végre. A miokardialis
homogenizatumok fehérjéinek SH-csoportjait a kiilonbdz6 protokollok utan (DTDP
és/ vagy DTT alkalmazéasa utén) el6szor biotinilaltuk, a fehérjéket SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) segitségével szétvalasztottuk, majd a fehérjéket Western
immunoblot soran streptavidin-peroxidaz segitségével detektaltuk. A DTDP koncentracio
0-30 mM-ig terjed6 fokozddasaval parhuzamosan észlelt festédési intenzitascsdokkenés
aranyos volt a fehérjék SH-oxidaciéjanak mértékével, és mindez latszélag repodukalta
az Ellman-reakcié soran kapott kvantitativ eredményeket (21. dbra). A kiilonb6zé mole-
kulatomegU fehérjék festédési intenzitasa egymastdl eltéré DTDP koncentracioknal
sz(int meg. Ez arra utalt, hogy a kiilénb6zé miokardialis fehérjék DTDP-érzékenysége
nem volt azonos. Tovabba az is figyelemre méltd, hogy a DTDP-expozicidkat kdvetd
DTT-kezelés hatasara minden fehérje esetén visszatért a jelintenzitas, vagyis a DTT vala-
mennyi abrazolt fehérje oxidalt SH-csoportjait redukalta. Erdemes megjegyezni, hogy
tobb miokardialis fehérje oxidacidja a 0,1 mM és 1 mM DTDP kozo6tti koncentraciod-tar-
tomanyban kévetkezett be, ahol érdemi F_ csdkkenését nem észleltik. Nagyobb DTDP
koncentracioknal (1-10 mM) ahol az F csokkenésének zome létrejott, négy jol festéd6
miokardialis fehérje oxidaciojat észleltiik a 130, 54, 45 és 26 kDa molekulatémegeknél.
Ezek koziil két fehérje, a 45 kDa-nal és a 26 kDa-nal dbrazoléddk, oxidalodtak teljes
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21. abra. Human miokardialis fehérjék emelked6 DTDP koncentraciokkal tortént
kezelését koveté SH-oxidacio-érzékeny Western immunoblot analizis.
A festédési intezitds csokkenése a fehérjék SH-oxidaciojanak mértékével ardnyos. 10 mM DTT kezelés
hatasara a 3 mM DTDP hatasara |étrejovo fehérje-oxidacié valamennyi fehérje esetén helyreallt. A bal
oldalon nyillal jel6lt fehérjék oxidacioja azoknél a DTDP koncentracioknal kovetkezett be, melyeknél a
kontraktilis funkciozavar kifejlédott (Hertelendi és mtsai., 2008 alapjan).

mértékben, mig a masik ketté oxidacidja csak részleges volt. A 45 kDa-os és 26 kDa-os
fehérjék teljes oxidacidja és a parhuzamosan észlelt jelentds csokkenés az F -ban arra
utalt, hogy utébbi fehérjék oxidativ allapota jelentds szerepet kaphat a miofibrillaris
erdé SH-oxidacio fliggé csokkenésében.

A cInl és a MLC1 molekulatbtmege egyarant kozel all 26 kDa-hoz. Ezért
immunoprecipitacids vizsgdlatokat végeztiink, mely a 26 kDa magassagaban észlelt
intenzitascsokkenés hatterében az MLC1 fehérje oxidacidjat igazolta. A 45 kDa-os fehérje,
mely az MLC1-hoz hasonl6 DTDP-érzékenységgel rendelkezett Western immunoblot
vizsgalatok és eziisttel festett gélek alapjan az aktinnal volt azonos. A molekulatome-
gek hasonlésaga alapjan a 130 kDa és 54 kDa magassagaban vandorl6 fehérjék nagy
valészinliséggel a miozinkoté C-fehérjének és a dezminnek felelhettek meg (Flashman
és mtsai., 2004; Papp és mtsai., 2000).

A peroxinitrit kontraktilis mikodésre kifejtett hatasait, az SH-oxidaciéra vonatkozé in
vitro modellvizsgalatainkhoz hasonléan, izolalt human donor eredetl permeabilizalt
kamrai szivizomsejteken tanulményoztuk (Borbely és mtsai., 2005a). Az alkalmazott stra-
tégiai is hasonld volt, melynek értelmében el8szor a szer mechanikai és biokémiai hata-
sek hatéasara egyidejileg fokozédott a peroxinitrit-kezelt mintdk nitrotirozin tartalma,
melyet nitrotirozin-specifikus antitestek felhasznaldsaval végzett dot blot médszerrel
mutattunk ki. A peroxinitrit koncentracio-fliggé moédon csokkentette az F -t (IC,: 55+4
uM), mig a fehérjék nitraciéja drdmaian nétt. A peroxinitrit-okozta kontraktilis depresszié
molekuldris mechanizmusanak feltarasa érdekében az F_ hozzavetéleg felére val6 csok-
kenést el6idézé 50 uM peroxinitrit kezelések elétt és utan meghataroztuk a szivizomsej-
tek izometrias erejének és keresztkotési kinetikajanak (k,) Ca?*-fliggését. Eredményeink
szerint a peroxinitrit minden [Ca?*]-nal csdkkentette az izometrids erét. A peroxinitrit-
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kezelést kovetd eréértékek sajat maximumra valé normalizaldsat kdvetéen azonban a
Ca?*-érzékenységi gorbe nem kiilonboz6tt a peroxinitrit kezelés elétti gorbétdl (pCay,:
5,89£0,02 és 5,86+0,04; n . : 2,22+0,11 és 2,42+0,25; 50 pM peroxinitrit el6tt és utan
(P>0,05)). Tovabba, a peroxinitrit kezelést kbvetéen a k. szintén nem valtozott a

pCa 4,75 [Ca®']-nal; K, max: 114£0,03 1/s €s 1,05£0,07 1/s 50 uM peroxinitrit el6tt és utan
(P>0,05)) de az ennél kisebb [Ca?']-knal sem (P>0. 05). Mindazonaltal észlelhet6 volt,
hogy a peroxinitrit hatdsara a szivizomsejtek harantcsikoltsaga karosodott, és a passziv
er6komponens is némiképp fokozédott (2,1+0,1 kN/m? —rél 2,5+0,2 kN/m2-re (P<0. 05)),
mely szintén a szivizomsejt preparatumok ultrastrukturalis karosodasara utalt.

A kovetkezdkben arra tettiink kisérletet, hogy azonositsuk azon kontraktilis fehérjé-
ket, melyek nitralédasa felel6s lehetett a human szivizomsejtek mechanikai funkcidja-
ban észlelt valtozasokért. Ezért SDS-PAGE-t kbvetéen Western immunoblot vizsgalatokat
végeztiink és ezek kapcsan igyekeztliink meghatéarozni azon fehérjék molekulatomegét
melyek magassagaban relevans peroxinitrit koncentracidk alkalmazasa utan jelent6s
nitrotirozin képz6édés alakult ki. A peroxinitrit kisebb koncentraciéinal (25-100 puM)
egyetlen 100 kDa-os fehérje nitracidja volt megfigyelhetd. Nagyobb peroxinitrit kon-
centracioknal (250-500 M), azonban tovéabbi fehérjék nitracidja is bekovetkezett. A 100
KDa magassdgaban festédé fehérje molekulattmege megegyezett az a-aktininéval.
Immunprecipitaciés vizsgalatok felhasznalasaval a nitralt fehérjét valdban kétségen
kizaréan azonositani tudtuk az a-aktininnal.

A p-calpain miofibrillaris fehérjéket érinté proteolitikus hatésait és azok mechanikai
kovetkezményeit patkany jobbkamrai szivizomsejtjein tanulmanyoztuk (Papp és mtsai.,
2000). Mivel a p-calpain aktivacidjahoz sziikséges [Ca®'] jelentSs erégeneralashoz is
vezethet a p-calpain jelenlétében 40 mM 2,3-butandion monoxim-ot (BDM) is alkal-
maztunk, mely az aktin-miozin interakciét a p-calpain kezelések alatt felfliggesztette.
A szivizomsejtek p-calpain kezelése utdan megfigyeltiik, hogy a p-calpain csokkenti az
izometrids erdt, ezért a p-calpain kezelés intenzitasat ugy valasztottuk meg, hogy a keze-
lést kbvetben az F, kozel 50%-0s csokkenése alakuljon ki (1,25 U p-calpain, 40 mM BDM
és pCa 5,0 jelenlétében, 10 percig 15°C-on). Azt is észleltiik azonban, hogy a p-calpain
hatasara a preparatumok mechanikai stabilitasa is csokkent, melyet a harantcsikolat
maximalis aktivaciot kovetd elmosddasa, és a szubmaximalis aktivacioknal mért er6
értékeinek csokkenése is jelzett. A p-calpain okozta mechanikai hatasok részletes elem-
zése érdekében a p-calpain inkubacidkat kovetéen kezdetben csak szubmaximalis akti-
vaciokat alkalmaztunk (Il. fazis), majd megmértiik az F -t és a szubmaximalis aktivaci-
okat megismételtiik (lll. fazis). Ezzel a megkdzelitéssel egyetlen p-calpain kezeléshez
3 pCa-er6 Osszefliggést tudtunk rendelni. A kontroll koriilményeket jellemzé I. fazis
sordn mért 6sszefliggés a még rendezett szarkomer struktira mellett, mig a p-calpain
kdzvetlen hatasara létrejové hatdsokat a Il. fazis tiikrozte, majd a p-calpain-kezelt sziv-
izomsejtek szarkomer strukturdjanak maximalis aktivaciét kovet6 rendezetlenné valasa
utan kdvetkezét a lll. fazis. A szivizomsejtek izometrids erejének Ca?*-érzékenységét
az in vitro p-calpain kezelések elétt (I. fazis) és utan (Il. és lll. fazisok) egyardnt meg-
hataroztuk. A p-calpain kezelés hatasara valamennyi [Ca?']-n csdkkent a Ca?™-aktivalt
erd. Feltlin6 volt azonban, hogy a Il. fazist kéveté maximalis aktivacié utan (lll. fazis) a
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legtébb szubmaximalis aktivaciot eredményezd [Ca?*]-n az izomeré tovébb csdkkent.
A kontrakturdk maximumainak normalizalasa utan nyert Ca?"-érzékenységi gdérbék
6sszehasonlitasa soran az is vilagossa valt, hogy az F csokkenése ellenére az izometrias
erd Ca’*-érzékenysége a p-calpain kezelést kozvetleniil kdvetd Il. fazisban még nem
valtozott (pCdyy, ¢4 54410,03; pCagy 1t 5,40%0,02). A lll. fazisban azonban az I. és Il.
fazisokban észlelt Ca?*-érzékenységhez viszonyitva szignifikans Ca?*-érzékenység csok-
kenést észleltiink (pCay, 1,0 5:3410,02). A p-calpain-kezelt szivizomsejtek mechanikai
instabilitésa és a Ca?*-érzékenység progressziv hanyatlasa azért figyelemremélto, mert
az a p-calpain szarkomerszerkezetet érinté potencialis hatasaira hivja fel a figyelmet.
Ezt a feltevést tdmogatta az is, hogy a p-calpain-kezelt szivizomsejteken a k,, csak a
maximalis Ca?*-aktivéaciok soran csékkent, a szubmaximalisaknal nem. A tovabbiakban
ezért a szivizomsejtek azon fehérjéit igyekeztlink azonositani, melyek p-calpain altali
hasitasa felelés lehetett a mechanikai funkcié aktivacio-fliggé véltozasaiért.

A p-calpain miokardialis fehérjékre kifejtett proteolitikus hatdsainak tanulmanyozasa
érdekében permeabilizalt szivizomsejt-szuszpenzidk felhasznalasaval SDS-poliakrilamid
gélelektroforéziseket végeztiink és a géleket eziistfestést kovetben értékeltiik. Eredmé-
nyeink szerint a BDM nem befolyasolta a p-calpain hatasara létrejové fehérjevaltoza-
sokat, melyek koziil a legszembet(inébb egy uj, feltehetén degradacios eredetli fehér-
jecsik megjelenése a 146 KDa pozicidban és a dezmin fehérje magassagaban észlelt
intenzitdscsokkenés volt. Az 55 kDa-nal észlelt p-calpain kezelésre intenzitascsokkenést
mutato fehérje, Western immunoblot médszerrel végzett vizsgélataink szerint, valéban
a dezmin fehérjének felelt meg. A dezmin szdmos hasitasi termék keletkezése mellett
az alkalmazott u-calpain kezelés hatasara igen intenziven bomlott. Figyelembe véve a
dezmin fehérje szerepét a miofibrillaris citoszkeleton stabilizalasdban, a dezmin bomlas
nagy valészinlséggel kapcsolatban éllt a p-calpain-hatasara észlelt mechanikai funkcié
véltozasaival. Langendorff-szerint perfundalt és iszkémids/reperflziés protokolloknak
kitett patkanyszivekben szintén észleltlink dezminhasitast. Irodalmi adatok ugyan-
csak alatdmasztjak azt, hogy az iszkémids/reperflzids szivizom karosodds soran tobb,
a miokardidlis szarkomer stabilitdsaért felelés fehérje szerkezete karosodik. Mindezek
alapjan a p-calpain-fliggé dezmindegradacié hozzajarulhat a iszkémiat koveté mecha-
nikai funkciézavar létrejéttéhez.

Az SH-oxidacié és peroxinitrit mechanikai hatasait human szivizomsejteken, mig a
p-calpain mechanikai hatésait el6szor patkény szivizomsejteken tanulmanyoztuk. Ezért
a p-calpain proteolitikus hatasait human miokardialis mintakon is vizsgaltuk. A p-calpain
human miofibrillaris fehérjéket érinté potencialis proteolitikus hatasairél balkamrai
homogenizatumokon végzett in vitro p-calpain inkubacidk segitségével tajékozédtunk
(T=30 °C). Az eredményeket ezistfestett gradiens SDS-poliakrilamid gélek felhasznala-
saval értékeltiik, melyek szamos fehérje pozicidban jelentés intenzitas-eltérést azono-
sitottak. A fehérjecsikok intenzitdsanak csokkenése (akar teljes eltlinése) vagy el6zéleg
nem detektalhatd, p-calpain hatdsra megjelené Uj fehérjecsikok a fehérjedegradacié
jelenségére utaltak. Némely eltérés olyan molekulatdmeg tartomdanyban jelentkezett,
mely kordbbi adatok alapjan hasonlé a miokardium iszkémiat kovetd reperfizios karo-
sodasa soran azonositott tobb proteolitikusan hasadd miofibrillaris fehérje molekula-
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tomegéhez (Di Lisa és mtsai., 1995; Gao és mtsai., 1997; Matsumura és mtsai., 1996;
McDonough és mtsai., 1999; Murphy és mtsai., 2000; Papp és mtsai., 2000; Van Eyk és
mtsai., 1998; Yoshida és mtsai., 1995). Ezek a hasonlésagok arra sarkalltak benniinket,
hogy részletesebben megvizsgaljuk, hogy a p-calpain mediélt proteolizis valéban a
szarkomer strukturalis (titin, o-fodrin, a-aktinin, dezmin) és regulatorikus (cTnT és cTnl)
funkciéi szempontjabol fontos fehérjék hasitasat valodsitja-e meg, és ha igen akkor azok
p-calpain-érzékenysége hogyan viszonyul egymashoz. Ezért a tovabbi vizsgalataink-
ban elsésorban ezekre a fehérjékre koncentraltunk. A titin, a-fodrin, a-aktinin, dezmin,
esetében eziist-festett SDS-poliakrilamid gél analizissel is vizsgaltuk. Az 1 U illetve 5 U
u-calpain aktivitdas mellett végzett emésztés eredményeit 0,5, 15, 30, 60 és 120 perc
inkubacioét kovetden értékeltiik. A nagy (5 U) p-calpain aktivitds mellett végzett inku-
bacié eredménye azt mutatta, hogy, bar eltéré effektivitdssal, de az 6sszes altalunk
vizsgalt fehérjét képes hasitani a p-calpain.

A miokardium iszkémids-reperfuzids funkciézavarainak létrejottében (és mas miokardidlis
karosodasokban is) kordbban felvetett sejtszinti mechanizmusok koziil harom
(SH-oxidacio, peroxinitrit-okozta fehérjekarosodasok és p-calpain okozta proteolizis)
miofibrillaris hatasait hasonl6 altalanos megkdzelitést alkalmazva, de egymastdl flig-
getleniil tanulmanyoztuk. Jelenleg még nem elddntott, hogy a szamos bizonyitékkal
tdmogatott patogén mechanizmusok a szarkomer kontraktilis mikodésének dontéen
strukturalis, avagy regulatorikus jelleg( eltéréseit okozzak-e. Ezért olyan modell-kisérle-
teket terveztiink, melyekben a Ca%*-requlalt szarkomerfunkcié valtozasai és az azokért
felel6s kontraktilis fehérjeeltérések egymashoz rendelheték. Valamennyi kisérletben
kozos volt, hogy a szivizomsejtek kontroll (kezelés el6tti) mechanikai tulajdonsagai-
nak meghatdrozasa utan in vitro alkalmaztuk a potencidlisan fehérjekarosité agenst,
majd a mechanikai funkciévaltozas részleteit és az azokért felelés biokémiai valtozaso-
kat a kezelt szivizomsejteken illetve azok homogenizdtumain igyekeztlink azonositani.
A szivizomsejt-kédrositas mértékét dnkényesen valasztottuk meg a F, kézel 50%-0s csok-
kenését eredményezére, mely vélhetéen nem felel meg az in vivo kiilénb6zé koéralla-
potokban bekovetkezé hatasoknak. Ez az 50%-os F -csokkenés ugyanakkor elegend6
biztonsagot adott (masként fogalmazva elfogadhaté jel-zaj aranyt biztositott) ahhoz,
hogy a F_ csdkkenéséért felel6s szarkomerdinamikai eltérés természetét (struktdra és/
vagy regulacid) felismerhessik. A 3. tdbldzat az SH-oxidacio, peroxinitrit-expozicid, és
u-calpain kisérleteink sordn észlelt miokardidlis hatasokat 6sszegzi.

Az alkalmazott hdrom kiilénb6zé agens mindegyike képes volt teljes mértékben
felfliggeszteni a Ca®*-aktivalt er6generaciot. Az eldidézett funkciézavar molekularis ter-
mészete és azok szarkomerdinamikai kovetkezményei azonban eltértek. Irodalmi ada-
tokkal 6sszhangban (Ceconi és mtsai., 2000) a miokardialis fehérjék alapallapotukban
dontéen redukalt SH csoportokkal rendelkeztek, és az SH-oxidaciénak viszonylag jelen-
t6s mértéket kellett elérni ahhoz, hogy a mechanikai funkcio is sériiljon. A miokardidlis
fehérjék kozil néhany SH-oxidacioja azonban a mechanikai kovetkezmény szempont-
jabol jelentésebb lehetett a tébbiekénél. Eredményeink szerint a MLC1 és aktin oxi-
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3. tablazat. Az SH-oxidacid, peroxinitrit-expozicio, és |i-calpain kontraktilis hatasai
izolalt membranpermeabilizalt szivizomsejteken

Ca?*-érzékenység Aktin-miozin Harant- Karosodo Hatas a
(pCay,) ciklussebesség (k,,) | csikolat fehérjék szarkomerre
SH-oxidacio | csokken (reverzibilis) |csokken (reverzibilis) |valtozatlan MLCT, E,ik.tl.n regulatorikus
(reverzibilis)
peroxinitrit |nem valtozik nem valtozik elmosddott |a-aktinin strukturalis

nem valtozik, majd aktivacio-fiiaad titin, a-fodrin,

y-calpain |aktivacié-fliggd . u9g elmosddott [dezmin, cTnT, strukturalis
. . maddon csokken o

modon csokken cTnl, a-aktinin

dacidja valdszinlleg azon kontraktilis fehérjék kozé tartoznak, melyek SH-oxidacioja
Ggy valtja ki az aktin-miozin ciklussebesség csdkkenését, hogy ekdzben a Ca?'-
érzékenyséq is csokken. Terapias szempontbdl fontos lehet, hogy az SH-oxidativ ere-
detl szarkomerfunkcié-eltérések reverzibilisek voltak. Mindezek alapjan a kontraktilis
fehérjék SH-oxidativ kdrosodasa a szarkomerdinamika finom reguldcidjanak zavarat
eredményezheti. A peroxinitritre kialakulé mechnikai zavar dontéen a fehérjék nitrala-
san keresztll indukalt hatdsoknak készénhet6, melyek a szarkomerstruktura irreverzi-
bilis valtozasdhoz vezettek. Eredményeink alapjan nem zarhat6 ki, hogy a peroxinitrit
okozta a-aktinin-nitralédas kulcsszerepet jatszott a mechanikai funkcié csdkkenésében.
Az a-aktinin szerepe a Z-lemezek integritasaban (Goll és mtsai., 1991; Malhotra és mtsai.,
1986; Opie, 2004), az aktin filamentumok Z-lemezekhez térténd rogzitésében lehet, és
ezért a szarkomerekben ébredé eré longitudindlis tovabbvitelében is valdszinUsitheté.
Az a-aktinin szelektiv sériilésekor a harantcsikolat 0sszezildlédott, a kiesé aktin-miozin
elemek miatt az F, ugyan csokkent, a megmaradt egységek szabalyozasa (pCa,, k,)
azonban nem valtozott. Mindezek 6sszhangban allhattak az a-aktinin molekuldk egy
részének feltételezett kiesésével. A p-calpain okozta proteolitikus eltérések szintén kéro-
sitottdk a szarkomerek integritasat, ezért a p-calpain-hoz kapcsol6dé vizsgalatainkban a
szarkomerek strukturalis kdrosodasdhoz aligha férhet kétség. A szarkomerstruktura fel-
lazuldsa azonban ebben az esetben nem tortént meg jelentés erdkifejtéssel jard Gssze-
huzédasok nélkdl, jelezvén, hogy a mechanikai labilitds ebben az esetben mas tipusu
fehérjék karosodasahoz rendelhetdé, mint a peroxinitrit kezelések utan. A p-calpain
human bal kamrai szévetmintakban kiildnb6zé intenzitdssal szamos miofibrilléris fehér-
jét hasitott. A human miokardium néhany p-calpain- érzékeny fehérjéjének proteolitikus
hasithatésadgait Osszehasonlitva, tobb olyan strukturfehérjét azonositottunk, melyek
egy feltételezett szabdlyozatlanna valé p-calpain aktivalédas utan viszonylag konnyen
aldozataul eshetnek a proteolizisnek (titin, a-fodrin, dezmin), mig a vékony filamentum
regulatorikus fehérjéi (cTnl, cTnT), de egy strukturfehérje (a-aktinin) is kevésbé tlintek
jo p-calpain-szubsztratnak (Barta és mtsai., 2005). A p-calpain proteolitikus hatdsai
azért is érdekesek, mert néhany korabbi vizsgélat alapjan a cTnl részleges proteolizisét
kulcsfontossagunak tekintették az iszkémiat koveté miokardidlis kadbulat mechaniz-
musdban (Gao és mtsai., 1997; Gao és mtsai., 1996a; Murphy és mtsai., 2000). Sajat
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vizsgélati eredményeink megkérdéjelezik a p-calpain-hoz kétott izoldlt cTnl proteolizis
koncepciojat (Papp és mitsai., 2001). Figyelemremélté volt példaul, hogy a szivizom
homogenizatumok kivilrél hozzaadott p-calpain nélkil is mutattak ,spontan” fehérje
degradaciot, mely csak a Ca?*-ot tartalmazo reakciékézegben, calpain inhibitor hianya-
ban volt megfigyelheté. Az endogén proteolitikus aktivitds okozta valtozésok a deg-
radaciés termékek molekulatémege alapjan hasonlésagot mutattak az in vitro exogén
p-calpain-indukalt inkubaciok soran kapott eredményekkel. Az a-fodrin, a dezmin és
a cTnl autoproteolitikus hasitasi termékei (endogén Ca?*-fiiggd proteolizis eredménye-
ként) hasonlésagot mutattak az exogén p-calpain altal indukalt proteolizis soran kelet-
kezd degradacids termékek molekula-tomegével. Eredményeink felvetik annak a lehet6-
ségét, hogy ezek a fehérjék in vivo is a p-calpain célfehérjéi, igy degradacidjuk szerepet
kaphat a miokardium p-calpain-medialt kdrosodasainak kialakuldsaban. Az iszkémids/
reperflziés anyagcserezavar soran atmenetileg kritikus szintre emelkedd [Ca?*] és sza-
balyozatlan p-calpain aktivacié sordn varhatéan a fent felsorolt fehérjék degradacidjat
is kivaltja, melynek mértéke aranyban allhat a miofibrillaris diszfunkciéval is. Eredmé-
nyeink szerint a p-calpain-medialt proteolizis nem valdszin(, hogy egyetlen fehérjére,
példaul a cTnl-re korldtozéddna, hanem inkabb a poszttranszlaciés mddositasok egyik
jelent6s utvonaldt reprezentalhatja, érintve szamos fehérje szerkezetét és miikodését
(Croall és DeMartino, 1991; Goll és mtsai., 2003).
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A kroénikus szivelégtelenség soran kialakulé
miokardialis funkciézavar

Experimentdlis kardiolégiai kutatdsok eredményeként az utdbbi évtizedben Iényegi
elérehaladas tortént a kronikus szivelégtelenség kialakulasaval kapcsolatos molekula-
ris és cellularis jelenségek tisztazasaban (Opie, 2004). A parhuzamosan fejl6dé terapias
lehetéségek (pl. ACE-gatldk, B-adrenerg receptorblokkold vegylletek) sokat javitottak a
szivelégtelenségben szenved6 betegek életmindségén és a mortalitasi adatokon. Ennek
ellenére a kontraktilis funkcié romlasanak kozvetlen ellensilyozasara idealis gyogyszer-
rel tovabbra sem rendelkezlink. A krénikus szivelégtelenséget okozé eltérések vizsga-
lata ezért a jovében is kiemelt feladat marad.

A kronikus szivelégtelenség kapcsan kialakulé kéros pumpafunkcié és makroszkopi-
kus szivatépilés hatterében kiterjedt cellularis és molekularis valtozasok (,remodelling”-
gel kapcsolatos folyamatok) hizédnak meg (Mittmann és mtsai., 1998). A jelenségek
okainak és kovetkezményeinek megfeleld értelmezését nagymértékben hatraltatja,
hogy a krénikus szivelégtelenség szamos jelentésen kiilonb6zé etioldgidju koérfolya-
mat végeredménye (de Tombe, 1998). Ennek kovetkeztében a kéreredet okozta elséd-
leges elvaltozasok és a hemodinamikai szivelégtelenség (mint ,végsé kdzos ut”) sordn
megjelend eltérések igen valtozékony cellularis és molekuldris elemeket tartalmazhat-
nak. A napjainkban széles korben alkalmazott allatkisérletes megkozelitésekre sajnos
ugyanezek a megfontoldsok érvényesek. Az allatkisérletes adatok human szivelégte-
lenségre val6é kozvetlen vonatkoztatasat a faji kiilonbségek tovabb nehezitik. A vég-
rehajtott nagyszamu vizsgalat — mindezen nehézségek ellenére — napjainkra szamos
altaldnos érvénylnek latsz6 cellularis és molekularis mechanizmust tért fel (Barinaga,
1998; Molkentin és mtsai., 1998; Mudd és Kass, 2008).

igy példaul bizonyitottnak tekinthetd, hogy az elégtelen pumpafunkcioju szivizom-
ban el6bb-utébb csokkenni fog az |, , K*-csatornak expresszidja (Bers, 2001). Kdvetkez-
ményként az akcids potencidlok idétartama (elsésorban kisebb szivfrekvencidk fennal-
lasakor) jelentésen fokozddhat. Az akcids potencidlok hosszanak névekedése kedvez a
szivizomsejtekbe torténé Ca?*-belépésnek és emiatt a Ca?*-aktivalt izomerének elvileg
fokozddni kellene. Elérehaladott szivelégtelenségben azonban az intracellularis Ca*-
tranziensek amplitidoéja csdkken, a Ca**-tranziensek leszallé széra lassul, és csak a
diasztoléban mért [Ca**], mutat szignifikans emelkedést (Opie, 2004). Ezeket a valto-
zésokat sejtszintli Ca?"-mozgasokat befolyasolé fehérjékhez (Na*/Ca?*-cserélé fehérje,
rianodin-receptor), és kiilonésen az intracellularis Ca®*-raktarba Ca?*-ot juttaté SERCA2
Ca%*-pumpa csdkkent miikédéséhez rendelik. A valtozasokat leggyakrabban a SERCA2
enzim fehérje szintjének csdokkenésével, vagy funkcidjanak karosodasaval, esetleg mind-
kettével magyarazzak (Bers, 2001; Opie, 2004). Human szivizombdl szarmazé prepara-
tumokban pozitiv korrelaciét talaltak a SERCA2 mRNS és fehérjemennyiség, valamint a
kilonbozé kardiovaszkuldris funkciondlis paraméterek kozott. Feltételezik tehat, hogy a
SERCA2 cs6kkent miikddése miatt novekszik diasztoléban a [Ca®'], ami cs6kkent, rész-
leges relaxaciohoz, majd sulyos kontraktilitds-zavarhoz vezet (Schlotthauer és mtsai.,
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1998). A kronikus szivelégtelenség soran kialakulé miokardialis remodellingben tehat
valtozik a sejtszintli Ca?*-haztartas kulcsfontossagu fehérjéinek mikddése. Elsésorban
ezek az aranytalansagok felel6sek az intracellularis Ca?*-tranziens koros lefutdsaért,
melyet a diasztolés Ca?*-szint emelkedése és a szisztolés Ca’*-csucs csdkkenése jel-
lemez (Edes, 2000). A cellularis Ca**-homeosztazis megbomlott egyensulya magyaraz-
hatja a szivfrekvencia novekedésére elmaradé kontraktilis er6fokozédast és (legaldbbis
részben) a szivelégtelenségben kozismerten fokozott ritmuszavar hajlamot is.

A miofibrilldris fehérjék szivelégtelenség soran kialakulé véltozasai szintén régoéta
intenziv kutatas targyat képezik (Perez és mtsai., 1999). Ismert, hogy el6érehaladott sziv-
elégtelenségben a kontraktilis apparatus miozin ATP-az aktivitasa csdkken. Kis allatok-
ban (pl. patkanyban) és a human pitvarban csékken a V, (ao) és névekszik a V, (Bf)
MHC izoenzimek expresszids szintje (Mercadier és mtsai., 1981). Kévetkezményként a
kontraktilis filamentumok m(kddése ugyan gazdasagosabba vélik, ennek azonban az az
ara, hogy csokken a kontrakcié maximalis sebessége (V, _ ) (de Tombe és ter Keurs, 1991).
A kis eml&soknél leirt miozin izoenzim valtas (,switch”) jelentésége a human kamrai ere-
detl szivizomsejtekben vitatott (Nadal-Ginard és Mahdavi, 1989). A miokardium ,gazda-
sdgosabb tizemmddra” valé bealldsa azonban a human szivre is jellemzé. ValdszinUsitik,
hogy ebben a valtozdsban az embriondlis troponin T izoforma és miozin kénnyU lanc
expresszio-valtozasok kaphatnak szerepet (McAuliffe és mtsai., 1990). A hemodinamikai
tulterheltség okozta szivelégtelenségben a cTnl bazélis foszforilacidjanak csokkenésé-
rél szintén rendelkeziink adatokkal (Bodor és mtsai., 1997). Tovabb4, kamrai sejtekben
vazizom tipusu a-aktin megjelenésérél is beszamoltak (Opie, 2004). Nem eldontott
azonban, hogy a human szivelégtelenség kialakulasa soran melyek a legfontosabb,
funkciondlis kdvetkezménnyel is jaré miofibrillaris fehérje-eltérések.

A kronikus szivelégtelenség teriiletén folytatott kordbbi vizsgalatok szamos sejtszintu
szignalizaciés Utvonal érintettségét igazoltak (Heineke és Molkentin, 2006). A hipertrofias
transzformacié szempontjabdl kitlintetett jelentéséglinek tlinnek azok a kapcsolatok,
melyek a szarkolemma angiotenzin Il, endotelin és katekolaminok G-fehérje-kapcsolt
receptorain keresztll az intracellularis foszfolipdz C és PKC izoenzimek aktivalasan at
kozvetitenek szignalokat (Edes és mtsai., 2008). Nem vildgos azonban, hogy az aktivalt
PKC rendszer milyen szerepet jatszik a kontraktilis fehérjerendszer foszforilacidjaban, és
az hogyan hat az elégtelen funkciéju miokardium kontraktilis mechanikdjara. Az sem
egyértelmd, hogy milyen hatassal van a PKC rendszer aktivaciéja a PKA rendszer miiko-
désére.

A szisztolés szivelégtelenség, mely a kontrakcios erd, és az ejekcids frakcid csokkené-
sével jar egyiitt, diagnosztikailag és koncepciondlisan is viszonylag jol korilhatarolhato
(Papp, 2007). Nem ilyen tiszta a kép a diasztolés szivelégtelenség vonatkozasdban, mely
definicié szerint a szivkamra relaxaciés zavarat jeldli szisztolés funkcidvesztés nélkiil
(22. dbra). A sokszor atfedd klinikai tiinetek ellenére a kétféle szivelégtelenség egy-
mastdl valo elkilonitésének igénye nem Uj kelet(i. Bar a szisztolés és diasztolés sziv-
elégtelenség kiillonvalaszthatésagat tobben elvi alapon vitatjak, valészind, hogy a két
szindréma demografiai, epidemioldgiai kapcsolatok és a kialakulasi mechanizmus szem-
pontjaibdl is eltér egymastdl. A szisztolés szivelégtelenségre rendszerint excentrikus
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ESPV

balkamrai nyomas

DPV

balkamrai térfogat

22, abra. A szisztolés és diasztolés
szivelégtelenség illusztralasa
nyomas-térfogat diagram segitségével.

A bal kamra szisztolés funkcidjanak beszikilése
grafikusan a végszisztolés nyomas-térfogat Ossze-
fuggés (ESPV) meredekségének csokkenésével, mig
a diasztolés szivelégtelenség a diasztolés nyomas-
térfogat (DPV) 6sszefliggés meredekségének foko-

hipertréfia, progressziv balkamrai tagulat,
és a bal kamra szisztolés paramétereinek
koros értékei jellemzéek. Ezzel szemben
diasztolés szivelégtelenségben a kialakuld
hipertréfia tobbnyire koncentrikus jellegd,
a balkamrai térfogat megtartott vagy
csokkent, és a kamrafunkcios paraméterek
is elsésorban csak a diasztolé alatt térnek
el a normalistél (Zile és mtsai., 2005). Fel-
merilt, hogy a két szindrémahoz tartozé
kiilonbségek a szivizomsejtek méretében,
alakjaban és molekularis Osszetételében
is tukrozédnek. A diasztolés szivelégte-
lenség értelmezhetdségét neheziti, hogy
az csokkent ejekcios frakcidval rendelkezd
szisztolés szivelégtelenséggel rendelkezé
betegekben is kialakulhat. Ezekben a
komplikalt esetekben is ugy tinik azon-

zbdasaval abréazolhaté (Papp, 2007 alapjan). ban, hogy a tiinetek sdlyossaga inkébb a

diasztolés szivelégtelenséggel, mintsem
az ejekcios frakcio csokkenésével all 6sszefliggésben (Katz és Zile, 2006).

Az, hogy a sziv szisztolés, diasztolés, vagy esetleg kombinalt funkciézavart szenved
minden bizonnyal olyan egymast csak részben atfedé jelatviteli rendszerek aktivaloda-
sanak tudhaté be, melyek sejtproliferaciora kifejtett hatdsai lényegesen kiilonbdznek
(Wilkins és mtsai., 2004). Ezek excentrikus hipertrofia esetén a szarkomerek szamat
hosszirdnyban fokozzak, mig koncentrikus hipertréfia sordn a szarkomerek felszaporo-
dasa elsésorban egymassal parallel figyelheté meg (Russell és mtsai., 2000). A kamrafal
atéplilését eredményezd szignalizacios folyamatok kiilonbségei azért is figyelmet érde-
melnek, mert a szisztolés szivelégtelenség prognoézisat kedvezéen befolyasold gyogy-
szereink jétékony hatasa diasztolés szivelégtelenség sordan nem magatdél értet6dé.

Szisztolés szivelégtelenséggel egyiitt jdré kontraktilis fehérjereeltérések

Terminalis szisztolés szivelégtelenség (NYHA IV) miatt explantalt szivekbdl és egészsé-
gesnek tekintett donor szivekbdl izolalt szivizomsejtek kontraktilis fehérje-osszetételét,
a kontraktilis fehérjék foszforilaciods szintjeit és a szivizomsejtek Ca?*-fliggé erégenera-
lasat tobb tanulmanyban 6sszehasonlité jelleggel vizsgéltuk (Papp és mtsai., 2004; van
der Velden és mtsai., 2002; van der Velden és mtsai., 2006; van der Velden és mtsai.,
2003a; van der Velden és mtsai., 2003b; van der Velden és mtsai., 2003c). Figyelemre
méltd, hogy a szivelégtelenség fennallasa esetén a Ca?*-fliggé erégeneralas vonatkoza-
sdban valamennyi vizsgalatunkban egymassal 6sszecseng6 adatokat kaptunk, melyeket
most egyetlen konkrét vizsgalat eredményein keresztll szemléltetjik (Papp és mtsai.,
2004) (23. dbra).
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Azonos SL mellett a sziv-
elégtelenségbd6l szarmazoé
és donor szivizomsejtek
F, értékei egymastol nem

"@ donor kilonboztek (38+4 kN/m?2
—& szivelégtelen , , ,
és 36x3 kN/m?). Tovéabba,

a diasztolés szivelégte-
lenségben nem szenvedd
betegekbdl nyert szivizom-
sejtek passziv ereje sem
kilonbozott az egészséges
egyénekbdl szarmazokétol
(1,5+0,3 kN/m? és 1,2+0,2
7 6 5 a pCa kN/m?). Az izometrias er6

23. abra. A kontraktilis eré Ca®*-érzékenysége terminalis Ca**-érzékenysége  azon-
szivelégtelenségben fokozédik. ban a szivelégtelen cso-

Az izometrids er6 Ca*'-fliggése donor szivekbdl és termindlis sziv-  portban a 23. dbran illuszt-
elégtelenségbdl szarmazé human permeabilizélt szivizomsejteken. 21t maédon szignifikansan
A folytonos és szaggatott vonalak a Hill-egyenlettel tortént illesztések
eredményeit mutatjak. Az in vitro kérilmények kozott végrehajtott

proteinkindz A (PKA) kezelés a szivelégtelenségbdl szarmazé sziv- mint a nem-szivelégtelen
izomsejtek fokozott Ca?*-érzékenységét megsziinteti (Papp és mtsai., ~ szivizomsejtekben. Mind-

2004 alapjan). ezek a megfigyelések arra

engedtek  kovetkeztetni,

hogy a human szivelégtelenség kialakulasa soran a Ca?*-regulalt kontraktilis eré maxi-

muma és a szivizomsejtek passziv tulajdonsdgai ugyan nem véltoznak, a kontraktilis

fehérjék Ca’*-ra adott vélaszai mégis sztereotip atalakuldson mennek keresztiil. Ezek

sajat mérési koriilményeink kozott az izometrias eré Ca?*-érzékenységének fokozdda-
sdban oltottek alakot (Papp és mtsai., 2004).

Tovabbi vizsgélataink ramutattak arra, hogy a szivelégtelenségbdl szarmazé sziv-
izomsejtek egyontetlien alacsonyabb cTnl és MLC2 foszforilacids szintekkel rendel-
keznek (van der Velden és mtsai, 2002; van der Velden és mtsai, 2003c). A cTnT és az
MLC2 foszforilaciés szintjei, valamint az MLC1 az izoforma-megoszlas szempontjaibél a
humdan miokardium mintak heterogén sajatossagokkal rendelkeztek, és nem mutattak
egyértelm( jellegzetességeket a MHC és cTnT izoformak expresszids szintjei sem (van
der Velden és mtsai., 2003a; van der Velden és mtsai., 2003c). Az is figyelmet érdemlé
volt, hogy a szivelégtelenségbdl szarmazé szivizomsejtek fokozott Ca?*-érzékenysége
in vitro PKA foszforilaciéval normalizalhaté volt (van der Velden és mtsai., 2002; van
der Velden és mtsai., 2003c). Eredményeink alapjan, a kronikus szivelégtelenség soran
kialakuld miofibrillaris Ca?*-érzékenység fokozddas ezért legnagyobb valdszinlséggel
a kontraktilis fehérjék csokkent B-adrenerg szignalizacio-fliggd foszforildltsagaval allt
Osszefliggésben és csekély valészinliséggel volt magyardzhatd a kontraktilis fehérjék
eltérd izotipusainak megjelenésével.

Relativ erd

0-

nagyobb volt (ApCa,,~0,15)
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Diasztolés szivelégtelenséggel egyiitt jdré kontraktilis fehérjeeltérések

A diasztolés diszfunkcié kvantitativ jellemzésére a balkamrai diasztolés nyomascsokkenés
és balkamrai diasztolés tel6dés echocardiographias paraméterei szolgdlnak. A diaszto-
Iés nyomaslejté abnormitasa a -dP/dt csucsértékének csokkenésében, az izovolumetrids
relaxaciés id6 és az ehhez tartozo id6allando (1) megnyulasaban tiikrozédik. A kamrate-
I6dés diasztolés diszfunkcié esetén lassu, és a pitvari komponens aranyanak fokozédasa
ellenére is csak részleges. Mindezek a kamrafal merevségét tiikrézik, mely elviekben
a kardiomiocitak és az extracellularis matrix szerkezet/funkcio-véltozasai kovetkezté-
ben egyarant létrejohet. Az intracellularis elemek kozott elsésorban a citoszkeleton
felépitésében szerepet kapo titint és a mikrotubularis fehérjéket 6vezi figyelem, mig
az extracelluldris matrixban a kollagén és az elasztin bir megkilonboztetett jelentd-
séggel. A molekularis és sejtszint( valtozdsok a kamrafal merevségének fokozédasaval
csokkent, késleltetett relaxaciot; lassu, részleges kamratel6dést és végeredményben
diasztolés szivelégtelenséget eredményeznek. A diasztolés szivelégtelenséget okozd
strukturdlis és funkciondlis eltérések a beteg keringési rendszer alkalmazkoddképes-
ségét az elé- vagy utdterhelés emelkedésekor, vagy hirtelen fellépd ritmuszavarok fel-
Iépésekor nagyban korlatozzak. A csokkent alkalmazkoddképesség elsésorban a bal
kamra tagulékonysaganak beszlkilésével all osszefliggésben, mely a Frank-Starling
mechanizmus mobilizaldsanak lehetdségét korlatozza. A diasztolés diszfunkcié ezért az
artérids vérnyomas hirtelen emelkedését kovetéen, pitvarfibrillacié kapcsan vagy akar
egy so-dus étel elfogyasztasat kdvetben is akut todé6démaba sodorhatja a viszonylag
tinetmentes betegeket is.

A diasztolés szivelégtelenséghez kapcsolédd bizonytalansagok feloldasat nagy-
ban hatréltatja, hogy megfelelé allatmodellekkel nem rendelkeziink és, hogy a human
vizsgalati anyagokhoz valé hozzaférés lehetésége is korlatozott. Utdbbi vonatkozasban
kiemelkeddnek tlinnek azok a probalkozasok, melyek paranyi szivizom biopsziak felhasz-
nalasaval igyekeznek minél részletesebb képet alkotni a human diasztolés diszfunkcio
patogenezisérdl (Borbely és mtsai., 2005b). A biopszias anyagok gondos feldolgoza-
saval ugyanis korrelacids vizsgalatokat lehet végezni a klinikailag leirt kamrafunkciés
paraméterek, a szivizomsejtek elemi mechanikai tulajdonsdgai és a szivizomszdvetek
fehérje Osszetétele kozott.

Endomiokardidlis biopszids anyagok gondos elemzése soran ismertiik fel, hogy a
diasztolés szivelégtelenségben szenved&k szivizomsejtjeiben a 2,2 um-es (vagyis az
Frank-Starling mechanizmus optimalis szarkomerhosszdra) torténé nyudjtas soran a
kardiomiocitakon beliil olyan passziv er6komponens fejlédik ki, mely atlagban kozel
kétszer akkora is lehet, mint a kontrollnak mindsitett, diasztolés szivelégtelenséggel
nem rendelkezd személyek szivizomsejtjeiben. A passziv er6komponens kalciummen-
tes kdzegben mérhetd, és az elsésorban a sziv relaxalt allapotaban, a diasztolés tel6-
dés alatt bir jelentéséggel, hiszen a szivizomsejtek el6feszitettsége ilyenkor fokozédik
(24. dbra).

A passziv er6komponens ndvekedése azt eredményezi, hogy hasonlé mértéki rela-
Xacio eléréséhez kétszer akkora erd (vagy pitvar-kamrai nyomasgradiens) sziikséges.
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Erdekes, hogy a passziv erékomponens
- novekedése nem figyelheté meg sem
egészséges kardiomiocitdkban, sem a

25 KN/m? tisztdn szisztolés szivelégtelenséggel
jellemezhet6 betegek szivizomsejtje-
iben (van Heerebeek és mtsai., 2006)

CT Tt (25. dbra).

Pt v A diasztolés szivelégtelenségben

=

passziv  szenvedd betegek in vivo regisztralt,
a balkamrai diasztolés diszfunkciét jel-
lemzd haemodinamikai paraméterek
20 secundum  jol korreldltak a biopszids mintdk in

24, abra. A diasztolés szivelégtelenségben vitro régzitett passziv erékomponense-
szenvedd betegek szivizomsejtjei inek és kollagén tartalmanak egyuttes
fokozott passziv erét produkalnak. Osszehasonlitasai soran. A passziv er6-

A Ca?*-mentes relaxalé oldatban mért passziv erd komponens fokozédasa azért is figyel-

(I.:.pas.S.ZiY) a .SZIVI.ZOI'T'IS?J'F.ek lelasztlk'l‘an tulaljdonsa.galt met érdemel, mert a preparatumok

tlikrozi. Az in vitro korilmények kozott végrehajtott | , L i

proteinkindz A (PKA) kezelés jelentésen csokkenti a izolalasa soran a szivszovet kollagén
passziv eré mértékét. tartalmat eltavolitottuk, és ezért a foko-

zott passziv er6 egyediil a szivizomsej-
tek belsé tulajdonsagaival fligghetett 0ssze. Tekintettel arra, hogy a szivizomsejteket a
preparalas soran detergens kezelésnek tettiik ki, a szarkolemma és a szarkoplazmatikus
retikulum kalcium raktar integritdsa megsz(int. Mindezek azt eredményezték, hogy pre-
paratumok aktin-miozin fliggé aktiv erékifejtése csak a szivizomsejtekhez kiviilrél adott
kalcium jelenlétében volt lehetséges. Ez a tény pedig kizarja annak lehetéségét, hogy
a nyugalmi korilmények kozott tapasztalt fokozott erékifejtés a szarkoplazmatikus
retikulum kalcium raktar kulcsfehérjéinek (kalcium pumpa, foszfolamban, rianodin-

A B

Relativ ert
Relativ ert

[Ca? [Ca]

25, abra. A kontrakilis eré Ca?*-érzékenységének szisztolés (A)
és diasztolés (B) szivelégtelenségben tapasztalt eltérései vazlatos formaban.
A kontrollokhoz (folytonos vonal) viszonyitott koros eltéréseket a szaggatott vonalakkal kiemelt gorbék
jelzik. Szisztolés szivelégtelenségben fokozott Ca?*-érzékenység, diasztolés szivelégtgelenségben fokozott
passziv erd jelentkezik. Mindkét eltérés jelentés mértékben korrigalhaté in vitro kérilmények kozott végre-
hajtott proteinkinaz A (PKA) kezelésekkel.
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receptor kalcium szekrécids csatorna) médosult expresszidjatol/foszforilaciojatél, vagy
a felszini membran nétrium/kalcium-cseréléjétél barmilyen mértékben is fligghetett
volna. A passziv erd fokozodasat kizarélag a kardiomiocitak miofibrillaris/citoszkeletalis
tulajdonsagainak valtozéasa idézhette el6. A miofibrillaris fehérjék egészséges kontroll
csoporttal torténd 6sszehasonlitdsa soran, diasztolés szivelégtelenségre specifikusnak
tekinthetd izotipus eltérés a legtobb szarkomert alkoté fehérje, mint a miozin nehéz
lancok, aktin, cTnT, cTnl, dezmin, vagy tropomiozin szerkezetében nem ismerhet6 fel.
Tovadbba, nem tapasztaltunk a fehérjék, elsésorban a cTnl, bomlasara utalé jeleket
sem. Mindezek alapjan valészindtlen, hogy a szarkomer strukturajat alkotd fehérjék
tobbségében izotipus eltérés vagy proteolitikus bomlas okozna a funkciondlis eltéré-
seket. Erdekes megfigyelés volt viszont, hogy a passziv erékomponens fokozédasa a
permeabilizalt szivpreparatumok in vitro végzett PKA kezelésével normalizalhaté volt.
Fontos hangsulyozni, hogy PKA kezelést kovetden csak a diasztolés szivelégtelenségbdl
szarmazé mintdk passziv er6ékomponense csOkkent jelentds mértékben, az egészsé-
ges kontroll kardiomiocitdk passziv ereje nem valtozott. A PKA enzim a B-adrenerg
szignalizaciés kaszkad intracelluldris jeltovabbité enzime, mely foszforilalni képes a
cTnl-t, a miozink6td protein C-t, és a titint. A cTnl vonatkozasaban foszforilacios szintbeli
kilonbséget a kontroll és betegekbdl szarmazé mintdk kozott nem talaltunk. A figye-
lem ezért fokozatosan a titin fehérje foszforilacioja felé terelédik (26. dbra).

A titinrél - kiilondsen annak kevésbé rugalmas N2B jel(i izoformdjarél — ismert, hogy
foszforilacids helyeinek PKA-medidlt foszforilacidja csdkkenti a szivizomzatban a pasz-
sziv izomer6t. A titin foszforilacié 6sszefliggése a passziv er6komponenssel, és ennek a
molekularis kapcsolatnak a szerepe a diasztolés szivelégtelenségben az el6z6 években
tovabbi vizsgdlatok sordban 4llt a kozéppontban (Borbely és mtsai., 2009a; Borbely és
mtsai., 2009b; Hamdani és mtsai., 2010; Hamdani és mtsai., 2008; Hamdani és mtsai.,
2009; van Heerebeek és mtsai., 2006; van Heerebeek és mtsai., 2008).

szarkomer

l-sav A-sav l-sav

vékony filamentum

—— (aktin)

e i SIS || A i
;m ih‘_ vastag filamentum
[ (miozin)

Z-vonal

titin

Z-vonal M-vonal

QO Igdomain

O] Pevk K X X XOOOO)
Q© fnlll domain

26. abra. A titin fehérje szarkomeren beliili pozicioja és sematikus szerkezete.
Minden egyes titin fehérje athidal egy fél szarkomert (a Z-vonalaktél az M-vonalig). A titin filementumok
szerkezetében immunoglobulin (Ig) és lll-as tipusu fibronektin IIl (fnlll) domainek és kevésbé struktu-
ralt PEVK szekvencidk ismétlédnek. A titin a szarkomer |-sdvhoz tartozé teriiletén csak immunoglobulin
domainek taldlhatok.
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A szivizomzat kontraktilis fehérjerendszere, mint
farmakologia célpont

A klinikai gyakorlatban a szivizom 6sszehuizédasok erejének fokozéséara alkalmazott
an. pozitiv inotrop hatasu vegyiiletek zéme a Ca?"-koncentracié névelésén keresztiil
fejti ki hatasat (Endoh, 1998). Ezek az izomer6é tamogatasa mellett minden korilmé-
nyek kozott fokozzdk a miokardium energiaigényét, és aritmia-hajlamat is. Klinikai
szempontbdl ezért az lenne kivénatos, hogy a szivizom kontraktilitdsa a sziv Ca?'-
homeosztazisanak megvaltozasa nélkiil valdsuljon meg. Azt kellene tehat elérni, hogy
a kontraktilis rendszerbél adott Ca?*-koncentracié mellett nyerjiink ki tobb erét, vagyis
fokozzuk a kontraktilis fehérjék Ca?*-ra adott valaszat, és igy néveljik az izomm(kddés
hatékonysagat. A fenti elvek kdzos jelolésére alkottak a Ca®*-érzékenyités fogalmat.
(Endoh, 2001). Az elmult évtizedekben folytatott gyogyszerfejlesztések szamos olyan
vegyiletet eredményeztek, melyek a kontraktilis fehérjerendszer kiilonb6z6 pontjaira
hatva Ca?"-érzékenyit6 hatast fejtenek ki. Ezek koziil azonban csak a levosimendan
bizonyult klinikailag is alkalmazhaténak (Follath és mtsai., 2002; Moiseyev és mtsai.,
2002). A levosimendan birtokaban, napjainkban a miofibrillaris Ca?*-érzékenység meg-
drzése, a korosan csékkent Ca?t-érzékenység visszaallitasa, s6t esetenként a fizioldgi-
ast is meghaladé Ca?*-érzékenység elérése Uj terapias szempontokként meriilnek fel.
Az egyre biztatébb klinikai eredmények a preklinikai jelleg( vizsgalatok a levosimendan
hatdsmechanizmusanak finomabb részleteire, a gydgyszeres interakcidkra és a kilon-
b6z6 koérdllapotokban torténd alkalmazas lehetéségeire koncentralnak annak érdeké-
ben, hogy a Ca?*-érzékenyitd kezelés optimalis feltételeit kialakithassuk.

A levosimendan kardiovaszkuldris hatdsainak farmakoldgiai és kértani hdttere

A levosimendan ((-) [4- (1,4,5,6-tetrahidro- 4- metil- 6- oxo- 3- piridazinil) fenil] hidrazono}
propanedinitril) szerkezetének fejlesztése szisztematikus kutatdsok eredményeként
jott létre. A cél az volt, hogy olyan kémiai strukturat alakitsanak ki, amelyik szelek-
tiven és Ca®*-fliggd moddon kapcsolddik a miokardialis Ca?*-receptorhoz, a human
cInC -hez (Haikala és mtsai., 1995a; Pollesello és mtsai.,, 1994; Sorsa és mtsai., 2001).
Az elGallitott levosimendan kotédése a cTnC N-termindlisa kdzelében torténik, ahol a
Ca?* altal indukalt konformacidban egy hidroféb jellegii zseb alakul ki. Ebbe régziil
a levosimendan dihidropiridazinon gyf(ruje, mig a vegylulet dinitril vége polaros jel-
legl aminosavakhoz kapcsolddik. Feltételezik, hogy a vegyiilet kdtédése a cTnC-hez
mintegy stabilizalja a ¢cTnC Ca?* altal indukalt konforméaciéjat, ami noveli a vékony
és vastag kontraktilis filamentumok kozotti interakcidk hatékonysagat. Ugyanakkor a
levosimendan nem befolyasolja a cTnC Ca?* kotését. A levosimendan cTnC-hez térténd
kétédése Ca?*-fliggd, igy a Ca?*-érzékenyité hatds varhatdan a szisztolé alatt maximalis,
a diasztolé alatt pedig elenyészé. Ez a jelleg magyarazhatja azt a megfigyelést, hogy
a Ca%*-érzékenyités ellenére a levosimendan nem rendelkezik negativ luzitrop hatassal
(Haikala és mtsai., 1995b). A levosimendan szervezeten beliili metabolizmusa bonyo-
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lult, az eliminécié elétt tobb koztes terméket eredményez. Az OR-1896 jell ((-) N- [4-
(1,4,5,6- tetrahidro- 4- metil- 6- oxo- 3- piridazinil) fenil] acetamid) hosszu féléletideji
termék azért érdekes, mert Ca?*-érzékenyit6 aktivitassal is rendelkezik, ezért egyszeri
levosimendan alkalmazast kovetéen akar napokkal késébb is hozzdjarulhat a pozitiv
inotropidhoz (27. dbra).
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Levosimendan OR-1896

27. abra. A levosimendan és aktiv metabolitja (OR-1896).
A levosimendan (mely a ([4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-oxo-3-piridazinil)fenillhidrazono)propanedinitril (-)
enantiomere) és az OR-1896 (mely a N-[4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-oxo-3-piridazinil)fenil] acetamid (-)
enantiomere) kémiai szerkezetei.

A levosimendan kiilonb6z6 kisérletes rendszerekben PDE-gatlé és ezért 3-mimetikus
sajatsagokat is mutatott (Ajiro és mtsai., 2002; Boknik és mtsai., 1997). A levosimendan
farmakoldgiai jellegzetességeit tovabb bonyolitja, hogy a szer a miokardidlis hatasok
mellett erételjes vazodilatator tulajdonsaggal rendelkezik, melynek a hatdsmechaniz-
musaban feltehetéen ATP-fliggé K* csatorndk megnyilasa is szerepet kap (Kaheinen és
mtsai., 2001; Pataricza és mtsai., 2000; Yokoshiki és mtsai., 1997).

A csokkent vérellatdsi miokardiumban felszaporoddé anorganoikus foszfat és
acidozis egyarant csokkentik a kontraktilis eré Ca?*-érzékenységét. A B-adrenerg stimu-
laciora aktivalodo PKA erélyesen foszforilalja a cTnl-t, ami ugyancsak a Ca?*-érzékenység
csOkkenéséhez vezet. A szivelégtelenséggel kapcsolatos fehérjeexpresszios valtozasok,
az alkalmazott B-blokkold terdpia és az iszkémiat kovetd reperfuzié soran bekovet-
kez6 fehérjekdrosodasok szintén érinthetik ezt a paramétert. Mindezek tikrében a
miofibrillaris er6é aktualis Ca?t-érzékenysége szamos, kiildnbozd eldjell és tobbszords
interakcidkkal rendelkezd hatasok eredéjeként alakul ki. A kapcsolatrendszer pontosabb
megismerése egyrészt hozzajarulhat a kontraktilis rendszer miikodésének molekularis
szint( feltardsahoz, masrészt segithet abban, hogy a farmakoldgiai Gton elérheté Ca*-
érzékenyités varhatd hasznat kiilonbo6z6 koérallapotokban pontosabban becstilhessiik.
Kisérletes munkank sordn ebben a kérdéskdrben igyekeztiink ismereteinket béviteni.

Vizsgalataink tervezésénél alapvetd kutatasi célként jeloltik meg a levosimendan
miokardidlis hatasait magyardzé molekuldris tényez6k azonositasat. Méréseink tovabbi
részében arra igyekeztiink valaszt taldlni, hogy a Ca%*-érzékenyité levosimendan és
annak aktiv metabolitja az OR-1896 milyen hatasokkal rendelkezik olyan modellko-
rilmények kozétt, melyek énmagukban is modositjak a miofibrillaris rendszer Ca?*-
érzékenységét.

A levosimendan Ca?*-érzékenyité hatasat kiilonbdzé kisérletes koriilmények kdzott
tanulmanyoztuk. A szervezeten beliili viszonyokat legjobban utdnzé kisérletes elren-
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dezésként altatott kis allatokat (tengerimalacokat) hasznaltunk. A szivm(ikddés globalis
paramétereit és az intracellularis Ca?"-koncentracié véltozasait a szervezetbdl izolalt
és mesterségesen életben tartott un. Langendorff-preparatumokon tanulményoztuk.
A miofibrilldris erégeneralds kdzvetlen mérése érdekében membranrendszereiktél
megfosztott szivizomsejt preparatumokat alkalmaztunk. Elettani jellegi méréseinket a
kontraktilis fehérjerendszer expresszids és foszforilacids valtozasainak értékelése érde-
kében biokémiai és izotdptechnikai mérésekkel egészitettiik ki. A kiilonb6zé szivizom
preparatumokat tengerimalacokbdl és mdtéttechnikai okok miatt eltdvolitott human
kamrai anyagokbdl nyertuk.

A levosimendan miokardidlis hatdsainak mechanizmusa

Tengerimalacok miofibrillaris preparatumain a levosimendan dézisfliggé médon novelte
a Ca?" 4ltal létrehozott izomfesziilést (a kalcium - erd dsszefliggést kis mértékben balra
tolta), viszont a Ca®*-altal kivaltott maximalis valaszt a levosimendan nem befolya-
solta. A levosimendan pozitiv inotrop potencialjat 0ssze kivantuk hasonlitani az aktiv
metabolit (OR-1896) és olyan ismert pozitiv inotrop potencidllal rendelkezé moleku-
lakkal (pl. az EMD 53998 jellivel), melyek kiilonb6zd preparatumokon Ca?*-érzékenyitd
tulajdonsagokat is mutattak (Uhlmann és mtsai., 1995). Mérési eredményeink szerint a
levosimendan és annak aktiv metabolitja (OR-1896) kdzel azonos mértékd, de az EMD
53998-hez viszonyitva kisebb Ca?*-érzékenyité hatassal rendelkeznek. Az EMD-53998-
cal szemben azonban sem a levosimendan, sem az OR-1896 nem fokozta a szivizom-
sejtek passziv erejét (28. dbra). EMD 53998 jelenlétében a szivizomsejtek gyakorlatilag
Ca**-mentes koriilmények kdzétt sem tudtak teljes mértékben elernyedni. Ez a hatas
magyarazhatja a vegyulet korabban in vivo koriilmények kdzott tapasztalt kdros hatasat
a miokardium diasztolés funkcidjara, és indokolhatja azt is, hogy az EMD 53998 klinikai
alkalmazéasara miért nem keriilhetett sor.

10 yM EMD 53998

N \ i

?i " kontroll
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\ontroll
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28. abra. Az OR-1896 (levosimendan metabolit) és az EMD 53998 Ca2*-érzékenyité hatasainak
odsszehasonlitasa.
A szupramaximalis koncentracidban (10 uM) alkalmazott OR-1896 és EMD 53998 a kontraktilis eré6 Ca*-
érzékenységét jellemzd gorbét egyarant balra tolta, az OR-1896 Ca?*-érzékenyité hatdsa az EMD 53998-
mivel jelenlétében viszonylag jelentds izomer6 igen alacsony [Ca?*] jelenlétében is mérheté volt. Hasonld
hatés levosimendan vagy OR-1896 jelenlétében nem volt megfigyelhetd (Papp és mtsai., 2004 alapjan).
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A levosimendan és az aktiv metabolit, OR-1896 hatasmechanizmusainak pontosabb
feltérképezése érdekében a vegyiiletek Ca?*-érzékenyitd (membran permeabilizalt sziv-
izomsejteken), PDE-gatlé (tisztitott PDE Il és PDE IV izoformakat tartalmazé enzimpre-
paratumokon) és pozitiv inotrop (Langendorff-szerint perfundalt tengerimalac sziveken)
koncentracié-tartomanyait is dsszehasonlitottuk. Kisérleti eredményeink arra utaltak,
hogy a levosimendan (és kisebb mértékben az OR-1896) Ca%*-érzékenyits, PDE Ill-gatlo
és pozitiv inotrop hatast kivaltdé koncentracidtartomanyai egymast atfedik. A PDE IV
izoformat azonban sem a levosimendan, sem az OR-1896 nem gatolta a terapias kon-
centracié-tartomanyban. Eredményeink alapjan a levosimendan és OR-1896 pozitiv
inotrop hatéasai Ca?"-érzékenyité mechanizmussal és igen szelektiv PDE Ill-gatl6 képes-
ségiikkel hozhatok 6sszefliggésbe (Kaheinen és mtsai., 2001; Kristof és mtsai., 1998;
Szilagyi és mtsai., 2005; Szilagyi és mtsai., 2004).

A miokardium posztiszkémids funkciézavara soran kialakul6 reverzibilis kontraktilis
diszfunkcié (miokardialis kabulat vagy stunning) Ca?*-érzékenyité levosimendannal
torténé befolyasolasat Langendorff-szerint perfundalt tengerimalac sziveken tanul-
manyoztuk. A posztiszkémids miokardium prepardtumok levosimendannal kivaltott
kontraktilitds fokozddasa a kontrollhoz viszonyitva azonos relativ értékeket ért el.
Tovabb4d, a levosimendan kivaltott pozitiv inotrop és luzitrop hatas dézisfliggésében
sem volt eltérés a kontroll és a posztiszkémias allapotok kozott. Eredményeink szerint
a posztiszkémids miokardium levosimendan-érzékenysége megtartott (Kristof és mtsai.,
1999).

A Ca?"-érzékenyitSkkel szerzett preklinikai eredmények donté tébbsége allatki-
sérletekbdl szarmazik. Az eredmények human miokardiumra torténd extrapolacidjat
ezért a species-kilonbségekbdl fakadd eltérések egyértelmiien nehezitik. A human
miokardium a krénikus szivelégtelenség kialakuldsa sordn molekularis atépulésen
(,remodelling”) megy keresztiil. A remodelling folyamata a miofibrillaris elemeket is
érinti, ezért a miofibrillaris tdmadasponttal rendelkez6 Ca?*-érzékenyitdk kontraktilis
hatdsainak tanulményozasakor indokolt human miokardium mintakat is hasznalni.
A miofibrillaris struktura altal generalt erét — implantaciéra nem kerilt donor szivekbél
eléallitott - szivizomsejteken és NYHA IV staddiumu szivelégtelenség miatt explantalt
szivekbdl nyert szivizomsejteken mértiik. A donor szivekbdl nyert szivizomsejteken és a
szivelégtelenségbdl nyert szivizomsejteken kontroll (drog-mentes) koriilmények kozott
meghatarozott maximalis Ca?*-aktivalt er6 egymastdl szignifikansan nem kiilénbozott.
A szubmaximalis Ca?"-koncentracioknal mért eréértékek azonban arra utaltak, hogy
szivelégtelenségben a donor szivekhez képest szignifikdnsan fokozddott a miofibrillaris
rendszer Ca?*-érzékenysége. A human szivizomsejtek Ca?"-érzékenyitkre adott vala-
szait az OR-1896 segitségével vizsgéltuk. Az OR-1896 &ltal keltett Ca?*-érzékenyités rela-
tiv mértéke, mind donor szivizomsejtekben, mind szivelégtelenségbdl szarmazé sziv-
izomsejteken 6sszevethetd volt azzal, amit allatkisérletes korilmények kozott kordbban
tapasztaltunk (Szilagyi és mtsai., 2004). A szivelégtelenségben, drog-mentes koriilmények
kdzott tapasztalt fokozott Ca?*-érzékenység a vegyiilet Ca?*-érzékenyitd hatasat nem
flggesztette fel (29. dbra). Eredményeink ezért aldtdmasztjak azt a feltételezést, hogy a
levosimendan aktiv metabolitjaként ismert OR-1896 hozzdjarul az egyszeri levosimendan
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alkalmazast kovetd tobb napig tartd
kedvez6 hemodinamikai valtozasok-
hoz. Anorganikus foszfat jelenlétében
és alacsony pH-n végzett méréseink
eltéré hatasokat igazoltak, ilyenkor

© szivelégtelen ; - - =
o L 2" kontroll az OR-1896 jelenlétében értékel-
s i%";.'fg;@'f:‘, ,/ heté Ca?*-érzékenyitést ugyanis nem
§ | z;f_-'.-’ :%1:.‘:295 tudtunk kimutatni (Papp és mtsai.,

fﬁ@; 2004).

A Ca’*-érzékenyit6 levosimendan
izoldlt és P-adrenerg stimulacié-
0 . : val kombindlt kontraktilis hatasait
5 4 pCa tengerimalacokbdl szarmazo  sziv-
29. abra. Az OR-1896 (levosimendan metabolit) prepardtumokon  tanulmanyoztuk.
kontroll és szivelégtelen betegek Narkotizalt allatokon végzett echo-
szivizomsejtjein egyarant hatasos volt. cardiographia soran a levosimendan

A 10 M koncentraciban alkaimazott OR1896 a o, yim4lis dézisa a bal kamrai hétsé
kontraktilis er6 Ca**-érzékenységét jellemzé gorbét ha-

sonlé mértékben tolta balra egészséges egyénekbdl és izomfal mozgasi sebességét szisz-
szivelégtelenségben szenveds betegekbél szarmazé sziv-  tolék alatt és a diasztolék alatt

izomsejteken (Papp és mtsai., 2004 alapjan). egyarant fokozta. A Langendorff-
szerint perfunddlt sziveken telité
koncentraciéban alkalmazott levosimendan a +dP/dt__ és a -dP/dt__ értékeit szin-
tén novelte. A levosimendan Ca?"-érzékenyitd hatasat permeabilizalt kardiomiocitak
szubmaximalis Ca?*-koncentracién mért izometrids er6 fokozddasa jellemezte.
A B-mimetikus izoproterenollal végzett stimulaciét kdvetéen azonban, mely fokozta a
cTnl foszforilaciojat, levosimendan jelenlétében nem alakult ki a kontraktilitas fokozddasa.
Tovabb3, a levosimendan izolalt miocitdkon sem novelte az izometrids erét, ha annak
alkalmazasa elétt a szivizomsejteket a PKA katalitikus alegysége jelenlétében inkubaltuk.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a levosimendan vékony filamentumon keresztil meg-
valosuld Ca?-érzékenyitd hatasat a kontraktilis filamentumok foszforilacidja modulalja.
Ez az interakcié befolyasolhatja a szer terapias hatasait is (Bodi és mtsai., 2003).

A levosimendan klinikai bevezetése 6ta jelentés szdmu preklinikai és klinikai tanul-
many elemezte a gydgyszer hasznalhatdsédgat. A vizsgalatok alapjan egy Osszetett
hatasmechanizmusu vegytilet képe kdrvonalazédik. A klinkailag észlelt hemodinamikai
hatasok feltételezhetéen nem egyszer(sithetdek le egyetlen gydgyszer molekula egyet-
len bioldgiai receptorra kifejtett hatasdval (Papp és mtsai., 2005). Sajat vizsgalataink
aldtdmasztjak, hogy levosimendan, és annak szervezeten belll kialakulé metabolitja
(OR-1896), a vékony filementum cTnC molekuldin kiviil feltételezhetéen aktivalja a
vaszkularis simaizmok ATP-szenzitiv K*-csatorndit is, és ezaltal vazodilataciét valt ki
(Erdei és mtsai., 2006). Legujabban azonban az is felmeriilt, hogy a mitokondrialis ATP-
szenzitiv K*-csatornak aktivalasa révén a vegyilet kardioprotektiv hatasokat is kifejthet
(Nieminen és mtsai., 2009; Papp és mtsai., 2012; Pollesello és Papp, 2007).
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Dr. Kékesi Violettanak a kiadvany lektoralasért, és hasznos tanacsaiért.

K6szonom Ger J. M. Stienen professzornak, és Dr. Jolanda van der Veldennek az
immar két évtizede tarté partneri kapcsolatot.

Végiil haldval és kdszonettel tartozom csalddomnak azért a szeretd légkdrért, mely-
lyel korilvesznek. Turelmiik és batoritdsuk meghatarozé szerepet jatszott e munka elké-
szlltében.
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Osszefoglalas

Munkacsoportunk cellularis fiziolégiai és biokémiai mddszerek kombinacidjat alkal-
mazza szivpreparatumok vizsgalatara. Els6dleges céljaink kozott a szivizomzat Ossze-
hluzodasaért felelés azon molekularis folyamatok feltarasa szerepel, melyek kéros koriil-
mények kozott a sziv pumpafunkcidjanak csokkenéséhez vezetnek. Céljaink elérése
érdekében membranpermeabilizalt izolalt szivizomsejteken rutinszerlien végziink koz-
vetlen eréméréseket. Ez a modszer a Ca?*-fiiggé aktiv erd és a Ca’*-fliggetlen passziv
er6komponens kvantitativ értékelését és az aktin-miozin interakcié kinetikai elemzését
is lehetévé teszi. Parhuzamosan végrehajtott biokémiai/molekuldris bioldgiai vizsgala-
tok segitségével Osszefliggéseket keresiink a kontraktilis fehérjerendszer Osszetétele
és a szivizomsejtek mechanikai viselkedése kozott. A miofilamentalis fehérjékrél a fenti
stratégia révén nyert informacidk hozzajarultak: 1. az élettani koriilmények kozott, 2. a
miokardialis iszkémia/reperflzié soran, 3. a krénikus szivelégtelenség, és kilonds tekin-
tettel diasztolés szivelégtelenség alatt, és 4. a Ca?*-érzékenyitd pozitiv inotrop szerek
kapcsan nyerhet6 ismeretek bévitéséhez.

Eredményeink arra utalnak, hogy a Frank-Starling mechanizmus aktivalédasa soran
a keresztkotési kinetika nem valtozik. Ezzel 6sszhangban a miokardidlis eré hossz-
fugg6 fokozddasa a legjobban olyan modellek segitségével magyardzhatd, melyek a
szarkomerek hosszanak névekedéséhez az aktin-miozin keresztkotések szamanak emel-
kedését rendelik.

A szivizom iszkémids/reperflziés anyagcserezavarahoz kapcsolédo vizsgalataink a
Ca?*-aktivalt intracellularis proteaz p-calpaint, mint a szivizom proteolizis potencialis
mediatorat illusztraltak. Ragcsalokbol szarmazd és human eredetl szivizom prepara-
tumokon végzett vizsgalati eredményeink szdmos regulatorikus fehérje (pl. troponin
| és troponin T), és strukturalis funkcidval rendelkezé fehérje (pl. titin, fodrin, dezmin,
és alfa-aktinin) kdrosodasanak esélyét vetették fel, jollehet a fehérjebomlas mértéke
az egyes fehérjék vonatkozdsaban nem volt azonos. A posztiszkémias miokardium
funkcidvesztése kapcsolddhat ezen fehérjék részleges bomlasahoz. Mérési adataink Uj
informaciokkal szolgaltak az iszkémias viszonyok kézott akkumulalédé metabolitok (H,
anorganikus foszfat, és MgADP), és a nitro-oxidativ 4gensek altal human szivizomsejte-
ken indukalt stressz mechanikai kovetkezményeirél is. Ezek a vizsgalatok az iszkémias
kontraktura létrejottében és a posztiszkémids szivizom gyengllésében az iszkémias
metabolitok és fehérjeoxidativ eltérések jelentéségét mutattak. Osszességében, mérési
eredményeink betekintést engedtek a miokardialis iszkémiaval és reperfuziéval kapcso-
latos kontraktilis diszfunkciét eredményez6 Gsszetett kdrfolyamatokba.

A munkacsoportunk altal vizsgalt tovabbi terilet a kronikus szivelégtelenség kiala-
kuldsahoz kapcsolédott. Szamos eurdpai laboratériummal kdzosen végzett kollaborativ
vizsgalatunk t6bb olyan posztszintetikus fehérjeeltérésre hivta fel a figyelmet, melyek
a szivelégtelenség progresszidja szempontjabdl funkcionalis jelentéségu lehet. Ezek
kozott fontosnak latszanak a kontraktilis fehérjék foszforilacios allapotaban bekdvet-
kez6é azon valtozasok, melyek a szisztolés szivelégtelenségben a szivizomsejtek jol
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definidlhatd mechanikai funkcioeltérésével (pl. fokozott Ca?*-érzékenységével) jarnak.
Munkacsoportunk a témakorhoz kapcsolédd egyik legjelentésebb észrevétele a sziv-
izomsejtek passziv erejének fokozddasa volt, mely szereppel birhat a diasztolés sziv-
elégtelenség patogenezisében.

Kilonb6z6 éllati és human eredetl szivpreparatumok felhasznélasaval pozitiv
inotrop hatasu vegyiletek hatasmechanizmusait is tanulmanyoztuk. Kisérletes tevé-
kenységlink ezért nem csak a szivbetegségekhez kothetd kéreredetre, hanem a gydgy-
szeres beavatkozas Ujszer( lehet6ségeire is kiterjedt.
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MYOCARDIAL SARCOMERDYNAMICS UNDER
PHYSIOLOGICAL AND PATHOLOGICAL CONDITIONS

Zoltdn Papp

Division of Clinical Physiology, Institute of Cardiology,
Medical and Health Science Center, University of Debrecen, Debrecen

Our research team combines cellular physiological and biochemical methods in cardiac
muscle preparations. The primary aims are to elucidate the molecular background of
myocardial force production and to pinpoint cardiac protein alterations leading to
impaired cardiac pump function. To these ends, we routinely perform direct force
measurements in single isolated demembranated cardiomyocyte preparations. This
method allows the quantitative characterization of Ca?*-activated active force production,
the Ca?*-independent passive force component and the kinetic characteristics of the
actin-myosin interaction. Parallel biochemical/molecular biological assays assist the
recognition of relationships between cardiomyocyte mechanical function and the
composition of the contractile protein machinery. Using the above strategy we perform
investigations on myofilament protein functions: 1/ under physiologic conditions, 2/
during myocardial ischemia/reperfusion, 3/ in association with chronic heart failure with
specific emphasis on diastolic heart failure, and 4/ in the presence of Ca’*-sensitizer
positive inotropic drugs.

Our results suggest that cross-bridge turnover rates are not modulated during
the operation of the Frank-Starling mechanism. Consequently, the length dependent
augmentation of myocardial force production is best explained by models that relate
an increased number of actin-myosin cross-bridges to increased sarcemere lengths.

In relation to ischemic/reperfusion injury our results illustrated p-calpain - a
Ca?*-activated intracellular protease — as a potential mediator of proteolysis during
myocardial reperfusion injury. Our studies in rodent and human myocardial preparations
demonstrated that regulatory (e. g. troponin | and troponin T) and structural (titin,
fodrin, desmin and alpha-actinin) elements of the contractile protein machinery have
comparable, although different susceptibilities for the proteolytic damage, and implicated
that mechanical alterations of the postischemic myocardium can be associated with
proteolytic changes of the contractile protein system. In addition, our previous research
activities provided new information on the mechanical consequence of accumulating
intracellular metabolites during ischemia (e. g. H*, inorganic phosphate and MgADP),
and on the mechanism of nitro-oxidative agents-evoked cardiac depressions in human
ventricular cardiomyocytes. These findings underscored the significance of ischemic
metabolites and contractile protein oxidation during the development of postischemic
contractile failure and in ischemic myocardial contracture. Taken together, the above
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results provided insights into the complex molecular mechanisms contributing to the
contractile failure during myocardial ischemia and reperfusion.

Another field of research of our team is related to the remodelling process during
the development of chronic heart failure. In collaboration with a set of different
European laboratories we have described several post-synthetic protein modifications
and their impacts on the mechanical function in the failing heart. Of note, these studies
revealed significant alterations in the phosphorylation level of the contractile protein
machinery in association with well-defined contractile changes (i. e. increased Ca**-
sensitivity of force production) in systolic heart failure. In addition, one of the most
significant contributions of our team in this field was the recognition of the significance
of an increased passive force component (leading to increased cardiomyocyte passive
stiffness) in the pathogenesis of diastolic heart failure.

Cardiac preparations of animal and human hearts were also employed to analyze
the mechanisms of action of different cardiotonic agents. Hence, our research activity
did not only contribute to the elucidation of the pathogenesis of various cardiac
diseases but also served the establishment of novel pharmacological interventions to
treat mechanical dysfunctions of the heart.
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