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Bevezetés: A bal kamra (BK) hosszan tarté nyomasterhelésének hatasara patolégias BK-hipertrofia (BKH) fejlédik ki,
amely id&vel szivelégtelenség kialakuldsahoz vezethet. Korabbi kisérletes munkak igazoltak, hogy a patolégias BKH
kulénb6z6 stadiumaiban jellegzetes valtozasok figyelheték meg a BK kontraktilitasaban és a miofilamentaris rendszer
funkciéjaban egyarant. Jelen tanulmanyunk célja a BK-i kontraktilitas €s a miofilamentaris funkcié ezen valtozasai ko-
z0tti kapcsolat feltarasa volt a fokozott nyomasterhelés altal indukalt BKH patkanymodelljében.

Médszerek: Allatkisérletiinkben a fokozott nyomasterhelést az abdominalis aorta mditéti besz(ikitésével (abdominal
aortic banding, AB) biztositottuk 6, 12, illetve 18 hét id6tartamra. A kontrollcsoportokat aloperalt allatok alkottak. A sziv
morfolégiai és molekularis valtozasait echokardiografias utankévetéssel, szdvettani vizsgalatokkal, kvantitativ valos
ideji PCR-rel és Western blot technikaval vizsgaltuk. A BK-funkciét nyomas—térfogat-analizissel hataroztuk meg. A
miofilamentaris rendszer funkciojat permeabilizalt szivizomsejteken torténd erémérésekkel vizsgaltuk.

Eredmények: A fokozott nyomasterhelés az aortaszikitett csoportokban jelentés mértéki BKH kialakulasat eredme-
nyezte, amelyet makroszképikusan (emelkedett tibiahosszra normalizalt szivtomeg és BK-szivtomegindex), mikroszko-
pikusan (emelkedett szivizomrost-harantatmérd) és génexpressziés szinten (fétalis génprogram reaktivacio) egyarant
igazoltunk. Ezen valtozasok mar a BKH korai stadiumaban jelen voltak (AB-6hét csoport). Emellett az elérehaladottabb
stadiumokban (AB-12hét és AB-18hét) a miokardialis fibrozis fokozédasa és a kamra dilatacidja is megfigyelhetévé
valt. Hemodinamikai szempontbdl az AB-6hét csoportra emelkedett BK-i kontraktilitas, megtartott ventrikulo-arterialis
kapcsolas és meg6rzétt szisztolés kamrafunkcio volt jellemzé. Ugyanebben a csoportban a miofilamentaris rendszer
emelkedett Ca?*-érzékenysége (pCay,) és a kardidlis troponin-I (cTnl) treonin-144 oldallancanak hiperfoszforilacidja volt
megfigyelhetd. Ezzel ellentétben az AB-12hét és AB-18hét csoportokban a megnévekedett BK-i kontraktilitas regresz-
szidjat valamint a miofilamentaris rendszer fokozott Ca?*-érzékenységének és a cTnl hiperfoszforilacidjanak csokkené-

*A szerz8k azonos mértékben jarultak hozza a kézleményhez
Készilt Ruppert et al. J Mol Cell Cardiol 2019 Mar 4; 129: 208—-218. kézleményének felhasznalasaval az Elsevier Kiado
irasos engedélyével (1).
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sét tapasztaltuk, amely a ventrikulo-arterialis kapcsolas romlasahoz és szisztolés teljesitménycsdkkenéshez vezetett.
Erés 6sszefliggést talaltunk a BK-i kontraktilitas és a miofilamentaris Ca?*-érzékenység kozott.

Kovetkeztetések: Eredményeink arra utalnak, hogy a miofilamentaris rendszer Ca?*-érzékenységében bekbvetkezd
valtozasok hozzajarulhatnak a BKH progresszidja soran megfigyelheté kontraktilitasvaltozasokhoz.

Kulcsszavak: miokardialis hipertrofia, miofilamentaris funkcié, Ca?*-érzékenység, bal kamrai kontraktilitas

Myofilament Ca?* sensitivity correlates with left ventricular contractility during the progression of pressure
overload-induced left ventricular myocardial hypertrophy in rats

Aim: Here we aimed at investigating the relation between left ventricular (LV) contractility and myofilament function
during the development and progression of pressure overload (PO)-induced LV myocardial hypertrophy (LVH).
Methods: Abdominal aortic banding (AB) was performed to induce PO in rats for 6, 12 and 18 weeks. Sham operated
animals served as controls. Structural and molecular alterations were investigated by serial echocardiography, histo-
logy, quantitative real-time PCR and western blot. LV function was assessed by pressure-volume analysis. Force mea-
surement was carried out in permeabilized cardiomyocytes.

Results: AB resulted in the development of pathological LVH as indicated by increased heart weight-to-tibial length ra-
tio, LV .ssindex» CaArdiomyocyte diameter and fetal gene expression. These alterations were already present at early stage
of LVH (AB-week6). Furthermore, at more advanced stages (AB-week12, AB-week18), myocardial fibrosis and cham-
ber dilatation were also observed. From a hemodynamic point of view, the AB-wk6 group was associated with increased
LV contractility, maintained ventriculo-arterial coupling (VAC) and preserved systolic function. In the same experimental
group, increased myofilament Ca?* sensitivity (pCas,) and hyperphosphorylation of cardiac troponin-I (cTnl) at Threoni-
ne-144 was detected. In contrast, in the AB-wk12 and AB-wk18 groups, the initial augmentation of LV contractility, as
well as the increased myofilament Ca?* sensitivity and cTnl (Threonine-144) hyperphosphorylation diminished, leading
to impaired VAC and reduced systolic performance. Strong correlation was found between LV contractility parameters
and myofilament Ca?*-sensitivity among the study groups.

Conclusion: Changes in myofilament Ca?* sensitivity might underlie the alterations in LV contractility during the devel-
opment and progression of PO-induced LVH.

Keywords: myocardial hypertrophy, myofilament function, Ca?* sensitivity, contractility

Bevezetés BKH-ban csak ideiglenes alkalmazkodast tesz lehe-
tévé, ugyanis elérehaladottabb stadiumokban a kont-
A bal kamra (BK) hosszan tartd6 nyomasterhelésének raktilitds romlik (6, 8). A kontraktilitds fokozédasanak
hatasara patologias BK-hipertréfia (BKH) fejlédik ki, regresszidja a valtozatlanul emelkedett artérias utéter-
amely iddvel szivelégtelenség kialakulasahoz vezethet. helés ineffektiv ellenregulaciojat eredményezi, amely a
A patoldgias BKH létrejotte és progresszidja soran jel- szisztolés teljesitmény csokkenésében nyilvanul meg.
legzetes valtozasok figyelhet6k meg a BK kontraktilita- A kézelmult kutatasi eredményei arra engednek kovet-
saban. A kontraktilitas definicid szerint a szivizom el6- keztetni, hogy a fokozott nyomasterhelés hosszu tavu
és utoterheléstdl fuggetlen 6sszehizédd képességét fennallasa a BK kontraktilitasat nemcsak szervi szin-
jelenti (2). Jelenleg a BK-i kontraktilitas in vivo kérilmé-  ten érinti, hanem a szarkomerfunkcidban is valtozaso-
nyek kozétt torténd meghatarozasara az egyik legjob- kat idéz eld. Megtartott szisztolés funkcioval jellemzett
ban elfogadott médszer a nyomas-térfogat analizis (3). BKH kisallatmodelljében a miofilamentaris rendszer
Korabbi kisérletes munkak ravilagitottak arra, hogy a Ca?*-érzékenységének (pCa,,) fokozddast figyelték
nyomas-térfogat analizissel szamithaté kontraktilitaspa- meg (9). A BKH elérehaladottabb stadiumaiban viszont
raméterek jelentés mértékben fokozédnak a BKH korai  sulyosan karosodott szisztolés funkciot és a miofila-
stadiumaban (4-6). A kontraktilitds novekedése bizto- mentaris Ca?*-érzékenység valamint a maximalis szar-
sitja, hogy a sziv képes legyen kompenzalni az artérias  komer er6 (F,.,,) csokkenését irtak le (10, 11).
rendszerben uralkodd fokozott utéterhelést (fiziologias A permeabilizalt szivizomsejteken végzett in vitro eré-
ventrikulo-arterialis kapcsolas, VAC) (7). igy a BKH korai mérések és az in vivo BK-i nyomas-térfogat analizis
stadiumara megtartott szisztolés funkcioé jellemzé. alapjan felmerul, hogy a BKH progresszidja soran dina-
A témaban folytatott alapkutatasoknak k&szdnhetéen mikus valtozasok jatszédnak le a szarkomerfunkciéban
szintén ismert, hogy a kontraktilitds korai ndvekedése is (pCas, €s/vagy F.,). Korabbi tanulmanyok ugyanak-
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kor nem vizsgaltak a permeabilizalt szivizomsejtek ma-
kodésében bekodvetkezd stadiumfliggd valtozasokat.
Szintén nem ismert kisérletes eredmény a BK-i kont-
raktilitas és a miofilamentaris funkcié kdzotti kapcsolat
jellemzésérél BKH-ban.

Fentiek alapjan, jelen patkanykisérletiink célja a BK-i
kontraktilitas és a miofilamentaris funkcié egyidejd
meghatarozasa volt fokozott nyomasterhelés altal indu-
kalt BKH kialakulasa és progresszioja soran.

Médszerek

Allatok

Sprague—Dawley-patkanyokat (n=67; 5-6 hetes kory;
160-180 g sulyu; Janvier, Franciaorszag) szabvanyos
laboratériumi kériimények koézott tartottunk. Vizsga-
latainkat a kisérleti allatok tartasardl és felhasznala-
sarol szolé nemzetkdzi szabalyoknak (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, US National Ins-
titues of Health 1996; 85-23) megfeleléen végeztik, a
Baden-Wiurttembergi allatetikai bizottsag kilén enge-
délyével (engedély kédszama: G-94/15).

A hasi aorta miitéti besziikitése:
abdominalis aortic banding

Egyhetes akklimatizacios idd leteltével az allatokon
hasi aorta mditéti beszlikitését (abdominalis aortic
banding; AB) vagy aloperaciot (Sham) hajtottunk végre
(7). Az AB operacio soran az aorta abdominalis szaka-
szat, a suprarenalis sikban egy 22 G-s ti kilsé atmé-
réjével megegyezd szélességlire szlkitettik (n=39). A
Sham-allatok (n=28) azonos eljarason mentek keresz-
tll, az aorta besz(ikitésétdl eltekintve. A mtét utan je-
lentkez6 fajdalom csillapitasara buprenorfin (0,05 mg/
kg dozisban) injekciot alkalmaztunk.

Kisérleti csoportok

A mitéteket kovetden allatainkat az alabbi hat csoport-

ba osztottuk:

1. AB-6hét (n=13): a csoport tagjait az aortasz(kitést

kovetden 6 hétig,

Sham-6hét (n=9): a csoport tagjait az aloperaciot ko-

vetéen 6 hétig,

AB-12hét (n=13): a csoport tagjait az aortasz(ikitést

kdvetben 12 hétig,

. Sham-12hét: (n=9): a csoport tagjait az aloperaciot
kovetben 12 hétig,

. AB-18hét (n=13): a csoport tagjait az aortasz(kitést
kévetden 18 hétig,

. Sham-18hét: (n=10): a csoport tagjait az aloperaciot
kdvetben 18 hétig kovettik.

2.

3.

Echokardiografia

A vizsgalatokat a korabbiakban ismertetett protokoll
alapjan hajtottuk végre (7). Az ultrahangos felvétele-
ket izofluran anesztézia mellett, a Vevo® 2100-as rend-
szerhez (FujiFilm VisualSonics Inc. Toronto, Ontario,

Kanada) kapcsolt 21 MHz-es linearis fejjel végeztuk.
Kétdimenzids parasternalis hosszu és rovid, valamint
a papillaris izmot kdézépen metszé6 M-médu felvétele-
ket készitettlink, majd ezeket szoftveres kiértékelésnek
vetettlk ala. Méréseinket a mitétek el6tt (baseline id6-
pillanat) majd a m(téeteket 3, 6, 9, 12, 15 és 18 héttel
kdvetben hajtottuk végre az AB-18hét és a Sham-18hét
csoportokban. A kdvetkezd paramétereket hataroztuk
meg: BK elllsé falvastagsag (AWT), BK hatulsé fal-
vastagsag (PWT) diasztoléban (d) és szisztoléban (s),
valamint BK végdiasztolés- (LVEDD) és végszisztolés
(LVESD) bels6 atmeérd. Minden mérést haromszor haj-
tottunk végre, eredményeiket atlagoltuk. A BK-i sziv-
izomtdmeget (LV,..s) a testtomegre normalizalt index
(LV 285 index) fOrmajaban adtuk meg.

Nyomas-térfogat analizis

A patkanyokat izofluran gaz alkalmazasaval elaltattuk,
majd tracheotomia és intubacié utan mesterségesen
lelegeztettiik. Az allatok testhGmérsékletét a kisérlet
soran veégig 37 °C-on tartottuk. A hemodinamikai mé-
rést egy nyomas-konduktancia mikrokatéter alkalmaza-
saval (SPR-838, Millar Instruments, Houston, Tx, USA)
hajtottuk végre (7). Meghatarozasra kertltek: szisztolés
(SBP) és diasztolés artérias vérnyomas (DBP), artéri-
as kdzépnyomas (MAP), maximalis és minimalis dP/dt
(dP/dt,,,, dP/dt,.), BK-i végszisztolés (LVESV) és vég-
diasztolés (LVEDV) térfogatértékek, veréterfogat (SV),
ejekciés frakcid (EF), szivfrekvencia (HR), perctérfo-
gat (CO), verémunka (SW), artérias elasztancia ([E,],
a kovetkezé képlet alapjan (E,=LVESP/SV)] (12), BK
aktiv relaxacio idékonstans (Tau, a Glantz-képlet alap-
jan) (13). A vena cava inferior kompressziodja mellett
tovabba a kovetkez6 kontraktilitas paramétereket sza-
mitottuk: végszisztolés nyomas-térfogat kurvilinearis
Osszefliggés meredeksége (ESPVR) (14), verémunka
— végdiasztolés térfogat (EDV) 0sszefliggés meredek-
sége (az un. preload recruitable stroke work, PRSW)
és a dP/dt,,, — EDV 06sszefliiggés meredeksége (dP/
dt,..—EDV). A miokardialis stiffness-t a végdiasztolés
nyomas—térfogat-osszefiggés (EDPVR) egyenesének
meredekségével jellemeztik. A BK mikddésének hateé-
konysagat a ventrikulo-arterialis kapcsolas (VAC) alap-
jan itélttk meg (VAC=E,/ESPVR) (15). A volumenszig-
(3). A hemodinamiaki mérések végeztével az allatokat
kivéreztetéssel eutanizaltuk. Ezt kbvetben, a sziviéme-
gek és a tibiahosszak kerlltek meghatarozasra, ame-
lyekbdl a szividmeg tibiahosszra normalizalt indexét
(HW/TL) szamitottuk.

Permeabilizalt szivizomsejtek mechanikai
vizsgalata

A permeabilizalt BK-i szivizomsejtek (n=10-12/csoport)
mechanikai tulajdonsagait egy specialis erémérérend-
szerrel hataroztuk meg 2,3 ym szarkomerhossz mellett.
A szivizomsejtek aktiv eréértékét (F,.,) és Ca?"-érzé-
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kenységét (pCas,) maximalis, (pCa=4,75) és szubmaxi-
malis (pCa=5,2—7,0) Ca?"-koncentraciok mellett regiszt-
raltuk. A cardiomyocytak Ca?*-fliggetlen passziv erejét
(Fpassziv) relaxalo oldatban mertik (pCa=9,0), ahol a sej-
teket eredeti hosszusaguk 80%-ara réviditettik. A szub-
maximalis Ca?*-koncentraciokon regisztralt eréértékeket
(Fav) @ maximalis Ca?*-koncentracion mért aktiv erére
(pCa=4,75; F,..,) normalizaltuk, amely megadta a pCa-
er® Osszefliggés szigmoid goérbéjét. Minden regisztralt
eréértéket normalizaltunk a preparatum keresztmetsze-
tére és az eredményeket kN/m2-ben adtuk meg.

A kardialis troponin | (cTnl) és a kardialis miozin k&t
C-fehérje (cMyBP-C) specifikus oldallancainak foszfo-
rilaltsagat western blot technikaval vizsgaltuk. A mé-
rés soran meghatarozasra kerdlt a cTnl protein kinaz A
(PKA)-figg6 (Ser-22/23), és protein kinaz-C (PKC)-fug-
g6 (Ser-43-as és Thr-144) oldallancainak valamint a
cMyBPC PKA-fuggd (Ser-282) oldallancanak foszfori-
laltsagi allapota.

Hematoxillin-eozinnal festett metszeteken a cardio-
myocytak harantatmeéréi kerlltek meghatarozasra
([CD], 100 db/metszet) (16). A miokardialis fibrézis meér-
tékét picrosirius vorossel festett metszeteken vizsgaltuk
az Imaged (Bethesdam, MD, USA) szoftver alkalmaza-
saval (17).

>
w
>
o
3

Aortic-banded

6. hét

12. hét

18. hét

A BK génexpresszios vizsgalatara kvantitativ, valos ide-
ji polimeraz lancreakciét (QRT-PCR) hajtottunk végre
(8). A kovetkez6 gének kifejez6dése keriilt meghataro-
zasra: B-tipust miozin nehézlanc (B-MHC), a-MHC, pit-
vari tipusu natriuretikus peptid (ANP). A génexpresszios
adatokat a housekeeping glicerinaldehid-3-foszfat-de-
hidrogenaz (GAPDH) referenciagénre normalizaltuk és
az expresszids szinteket a CT komparativ mddszerrel
(2'2°T) szamitottuk. Valamennyi értéket pozitiv kalibrator-
ra (@ Sham-6hét csoport valamennyi mintajabdl Iétreho-
zott cDNS-pool) normalizalva adtuk meg [2-24€T].

Minden adatot atlagérték+SEM formajaban adtunk meg.
Az adatok normaleloszlasat Shapiro—Wilk-teszttel és
D’Agostino-Pearson omnibus teszttel ellendriztik.

Két fliggetlen csoport 0sszehasonlitasara, normalel-
oszlas esetén parositatlan kétmintas t-prébat, mig nem
normaleloszlas esetén Mann—Whitney U-tesztet alkal-
maztunk.

6 fliggetlen csoport 6sszehasonlitasara kétutas varian-
cianalizist ((ANOVA]; id6 és aortic banding faktorok al-
kalmazasaval), Tukey-féle post hoc teszttel végeztiink.
Azokat az adatsorokat, amelyek nem normaleloszlast
mutattak, az ANOVA-teszt elvegzése el6tt logaritmiku-
san transzformaltuk.

A sorozatos UH-vizsgalatok eredményeit csoporton
belll ismétléses egyutas ANOVA-val (normaleloszlas
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1. ABRA. A fokozott nyomasterhelés altal elgidézett BKH ultrahangos kévetése. A papillaris izom kdzépsé harmadénak
magassagaban készitett reprezentativ M-médu echokardiografias felvételek lathatok az aortaszikitett (aortic banding; [AB])

és a kontroll (Sham) csoportokban a 6., 12. és a 18. héten (A). Az aortasz(ikitett csoportokban a balkamra-hipertréfia (BKH) kiala-
kuldséra utalt a megnévekedett diasztoléban mért ellilsé (AWTd) (B) és hatulsé (PWTd) (C) falvastagsag és az emelkedett BK-i
szivizomtomeg-index (LV,,.index) (D). Emellett a 12., 15. és 18. héten a BK-i végdiasztolés atmérs (LVEDD) névekedése kamra-

dilatéciot jelzett az AB-18hét csoportban.

“: p<0,05 vs. megfeleld kontrollcsoport. : p<0,01 vs. megfelelé kontrollcsoport. ™

p<0,001 vs. megfelelé kontrollcsoport. T: p<0,05 vs. 3. hét. *: p<0,05 vs. 6. hét. *: p<0,05 vs. 9. hét
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2. ABRA. Patolégias hipertréfia és fibrézis markerek a fokozott nyomasterhelés altal indukalt BKH kiilonb6zs
fazisaiban. A reprezentativ képek hematoxilin-eozin- (200-szoros nagyitas, 40 pm-es jelz3skala) és picrosiriusvoros-festett
(50-szeres nagyités, 200 pm-es jelzGskala) metszetekrd| késziiltek. A szévettani képeken jél megfigyelhets, hogy az aortasziki-
tett (aortic banding; [AB]) csoportokban a szivizomsejtek megnagyobbodtak, illetve az intersticidlis kollagén felhalmozédott (A).
A szivtdmeg/tibiahossz arany (HW/TL) (B) és a cardiomyocyta-harantatmérs (CD) (C) ndvekedése az AB-6hét, AB-12hét és AB-
18hét csoportokban a kontrollcsoportokéhoz képest bizonyitotta a balkamra-hipertréfia (BKH) kialakulasat. A BKH patologias
természetét a fotalis génprogram reaktivacioja igazolta az AB csoportokban (fokozott béta/alfa miozin nehézlanc arany [3/a-
MHC] és emelkedett pitvari tipust natriuretikus peptid [ANP] expresszid) (D-E). Ezenkivil a 12. és 18. héten a kollagén teriilet
az AB-csoportokban szignifikdnsan névekedett a megfeleld kontrollcsoportokhoz képest (F). *: p<0,05. **: p<0,01. ***: p<0,001

esetén), Friedman-teszttel (nem normaleloszlas ese-
tén) és Holm-Sidak, illetve Dunn-féle post hoc teszttel
vizsgaltuk.

A pCa;, és az ESPVR, pCa,, és a PRSVY, illetve a
pCas, és a dP/dt, . .-EDV-paraméterek kozotti esetleges
korrelaciét Pearson- (normaleloszlas esetén) és Spear-
man- (nem normaleloszlas esetén) teszttel vizsgaltuk.
A p<0,05 értékeket tekintettik statisztikailag szignifi-
kansnak. Bevezetésre kerlltek tovabb a p<0,01 és
p<0,001 kategoriak is a statisztikai erd jeldlése érde-
kében.

Eredmények

A fokozott nyomasterhelés altal eldidézett
BKH echokardiografias kovetése

A 3. héttdl a kisérlet végéig az AWT,, PWT, €s LV, as index-
értékek folyamatos novekedést mutattak az AB-
18hét csoportban a Sham-18hét csoporthoz képest,
amely a BKH kialakulasat igazolta (1. B—D é&brak).
A 12. a 15. és a 18. héten tovabba a LVEDD is né-

E &bra).
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Patologias hipertrofia és fibréozismarkerek
Az AB-6hét, AB-12hét és AB-18hét csoportokban a
HWI/TL és CD ndévekedett a megfeleld Sham-csopor-
tokhoz képest (2. B—C &brak). A B/a-MHC génexpres-
sios arany és az ANP miokardialis mMRNS-expresszio
szintén fokozddott az AB-csoportokban (2. D—E &b-
rak). Ez a fotalis génexpresszié reaktivaciojat jelezte.
A kollagén mennyiségének fokozddasa az AB-12hét és
AB-18hét csoportokban intersticialis fibrézis kialakula-
sara utalt (2. F abra).

Miofilamentaris funkcio

A pCas, szignifikansan nétt az AB-6hét csoportban a
Sham-6hét csoporthoz képest, ami a miofilamentum
megnovekedett Ca?*-érzékenységére utalt (3. bra). Az
AB-12hét és AB-18hét csoport Ca?*-érzékenysége nem
kiilénb6zott jelentésen a megfeleld Sham-csoportoké-
tél (3. abra). Az F,,, egyik csoportban sem mutatatott
jelent6s eltérést (1. tablazat).

A kardialis troponin-l és a miozin kétoé C-fe-

hérje oldallanc-specifikus foszforilacidja

A cTnl foszforilacidja a Ser-22/23 és a Ser-43 oldallanco-
kon nem kuilonb6zott a vizsgalt csoportokban (4. A—B éb-
rak). Szintén nem talaltunk kuldnbséget a cMyBP-C fosz-
forilaltsagaban a Ser-282 oldallancon (4. D 4bra). A cTnl
Thr-144-es oldallancanak foszforilaltdga azonban szignifi-
kansan emelkedett az AB-6hét csoportban a Sham-6hét,
valamint a t6bbi AB-csoporthoz képest (4. C abra).

Balkamra-funkcio
A nyomas-térfogat analizis eredményei az 5-7. 4bra-
kon és az 1. tablazatban lathato.

Artérias utéterhelés

Az SBP, DBP, MAP és E, szignifikansan emelkedtek
az AB-csoportokban a megfeleld aloperalt csoportok-
hoz képest, amely a fokozott nyomasterhelés jelenlétét
bizonyitja az aortasz(ikitéstél proximalis érterlleten (1.
tablazat).

Konvencionalis szisztolés paraméterek

Az AB-6hét csoportban megtartott szisztolés miko-
dés volt megfigyelheté. Ennek megfeleléen az el6-
és utoterheléstdl figgd szisztolés paraméterek (EF,
SV, CO) értékei nem kulénbdztek az AB-6hét cso-
portban a korban illesztett kontrollcsoport értékei-
hez képest (1. tablazat). Az AB-12hét és AB-18hét
csoportokban viszont az EF szignifikdnsan csok-
kent, mig az SV és a CO cs6kkené tendenciat mu-
tatott (1. tablazat).

Eléterhelestdl fiiggetlen BK-i kontraktilitasparaméterek
Az AB-6hét csoportban az ESPVR, PRSW és dP/dt-
max. EDV jelentésen ndvekedtek a Sham-6hét csoporthoz
képest, ami emelkedett BK-i kontraktilitast jelzett (5. A-B,
6. A—B, 7. A-B &brak). Ez a nbvekedés nem volt jellemzd
az AB-12hét és AB-18hét csoportokra (5. A-B, 6. A-B
abrak).

1. TABLAZAT. Bal kamra és miofilamentéris funkcié aortaszikitett és dloperalt allatok esetében kiilénbdz8 idépontokban

6. hét 12. hét 18. hét

Sham (n=9) AB (n=13) Sham (n=9) AB (n=13) Sham (n=10) AB (n=13)
SBP, Hgmm 1484 215+4™ 13815 215+5™ 1505 228+4™
DBP, Hgmm 11643 15042 11014 15444 120+4 17037 ###58
MAP, Hgmm 12714 172+2™ 11944 174+4™ 14014 18943 ##
E., Hgmm/pl 0,75+0,06 1,2040,08 0,68+0,05 1,33+0,10™ 0,84+0,05 1,54+0,16™
HR, utés/perc 35547 36919 35415 36617 37917 35715
dP/dt,,., Hgmm/s 8018+314 10781+283™ 84254365 10692+374" 96894322 108104518
dP/dt,,, Hgmm/s —8587+221 —10663+343" —9277+344 -9681+249 —10073+331 —9000+431#
LVEDV, pl 268+16 305+14 28623 320+20 283+18 327114
LVESV, ul 17515 194412 178117 231+11 160+11 241+11™
SV, ul 188116 173+10 195+11 163112 17510 151115
CO, ml/perc 66,7+6,1 62,9+3,0 69,4+4,5 59,4141 66,3144 53,715,4
SW, Hgmm*ul 17 314£1300 251941873 18 4041988 22 0052677 17 67411296 20 405+1855
EF, % 58+3 512 57+2 442" 5512 4137
Tau, ms 14,2+0,4 18,4+0,9” 12,8+0,6 19,4+0,6™ 13,0+0,3 21,7£1,27%
EDPVR, Hgmm/pl 0,038+0,005 0,038+0,007 0,028+0,004 0,042+0,006 0,014+0,003 0,032+0,004"
VAC 0,50+0,08 0,45+0,06 0,54+0,06 0,76+0,08% 0,57+0,10 0,87+0,08%#
F e KN/m? 15,3+0,8 13,6+0,7 14,2+0,5 13,1+0,8 13,6+0,8 15,5+1,0

Minden adatot atlagérték+SEM formajaban adtunk meg. AB: aortic banding, SBP: szisztolés vérnyomas, DBP: diasztolés vérnyomas; MAP: k6zépartérias
nyomas; E,: artérias elasztancia, HR: szivfrekvencia; dP/dt,.,: maximalis dP/dt; dP/dt,..: minimalis dP/dt; LVEDV: bal kamrai végdiasztolés térfogat; LVESV:
bal kamrai végszisztolés térfogat; SV: verétérfogat; CO: perctérfogat; SW: verémunka; EF: ejekcios frakcio; Tau: aktiv relaxacios idékonstans; EDPVR: vég-
diasztolés nyomas-térfogat 0sszefliggés; VAC: ventrikulo-artérias kapcsolas; F.,.. maximalis szarkomer eré. *: p<0,05 vs. korban illesztett aloperalt csoport.
”: p<0,01 vs. korban illesztett aloperalt csoport. *": p<0,001 vs. korban illesztett aloperalt csoport. #: p<0,05 vs. AB-6hét. #: p<0,01 vs. AB-6hét. ##: p<0,001
AB-6hét. ¥: p<0,05 vs. AB-12hét. %: p<0,01 vs. AB-12hét
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4. ABRA. A kardialis troponin-I és a miozin két& C fehérje oldallanc-specifikus foszforilaciéja. Nem talaltunk kiilonb-
séget a vizsgalt csoportok kozott a kardialis troponin-I (cTnl) Ser-22/23 (A) és Ser-43 oldallancanak (B), valamint a miozin k6t
C fehérje (cMyBP-C) Ser-282 oldalléncénak (D) foszforilacidjaban. A cTnl Thr-144 helyen t6rténd foszforilacidja szignifikansan
novekedett az AB-6hét csoportban a kontroll parjahoz és a tobbi AB csoporthoz viszonyitva (C) **: p<0,01. ***: p<0,001.
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5. ABRA. Korrelacié a végszisztolés nyomas-térfogat 6sszefiiggés meredeksége és a miofilamentaris Ca?*-érzé-
kenység koz6tt patolégias BKH-ban. A végszisztolés nyomas-térfogat dsszefliggés egyenesének meredeksége (ESPVR)
az AB-6hét csoportban fokozott volt mind a kontrollcsoport mind az AB-12hét és AB-18hét csoportok értékeihez viszonyitva,
mely a bal kamrai (BK) kontraktilitas korai névekedésére utal BK-hipertréfidban (A-B). Az ESPVR és a miofilamentumok Ca?*
(pCas) érzékenységben bekdvetkezd véltozasok szoros korrelaciét mutattak az 6sszes vizsgalati csoport egytittes elemzése
esetében (C) és az AB-csoportokat kiilon vizsgalva is (D). Kizarélag a Sham-csoportokat vizsgéalva ugyanakkor nem volt 6ssze-
fliggés az ESPVR és a pCas, értékei kdzétt (E). ”: p<0,01. : p<0,001

Ventrikulo-arteriélis kapcsolas

Az AB-6hét csoportban a BK-i kontraktilitdés noveke-
dése (ESPVR-ndvekedés) ellensulyozta a megndve-
kedett utéterhelést (emelkedett E,), igy a VAC értéke
nem kilénb6zott a megfelel6 Sham-csoportéhoz ké-
pest (1. tabladzat). Ezzel ellentétben az AB-12hét és
AB-18hét csoportokban a BK-i kontraktilitds-noveke-
dés regresszidja, a fokozott utéterhelés valtozatlan
fennallasa mellett a VAC romlasahoz vezetett (1. tab-
lazat).

Diasztolés funkcio

Az aktiv relaxacios idékonstans Tau jelentésen nétt az
AB-6hét, AB-12hét és AB-18hét csoportokban a meg-
felel6 Sham-csoportokhoz képest (1. tdblazat). Az ED-
PVR meredeksége szintén emelkedett az AB-18hét
csoportban a Sham-18 hét csoporthoz képest (1. tab-
lazat).

Osszefiiggés a Ca?-érzékenység és a BK-i
kontraktilitas kozott

Erés korrelaciot figyeltink meg az elbterheléstdl flig-
getlen BK-i kontraktilitasparaméterek (ESPVR, PRSW
és dP/dt,_,-EDV) és a miofilamentaris Ca?*-érzékeny-
ség (pCas,) kozo6tt (5—7. abrak).

Megbeszélés

Jelen tanulmanyunkban elséként mutattuk ki, hogy a
permeabilizalt szivizomsejteken mért Ca?*-érzékeny-
ség (pCas,) és a nyomas-térfogat analizissel szami-
tott BK-i kontraktilitasparaméterek kozott (ESPVR,
PRSW, dP/dt,..eov) €rés korrelacio all fenn a fokozott
nyomasterhelés altal eldidézett BKH patkanymodelljé-
ben. Eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy
a miofilamentaris rendszer Ca?*-érzékenységében be-
kdvetkez6 valtozasok hozzajarulhatnak a BK-i kontrak-
tilitasvaltozasokhoz a patologias BKH kialakulasa és
progresszidja soran.

Az abdominalis aortasziikités altal
eldidézett BKH morfologiai és molekularis
jellemzése

Kisérleteinkben a BK fokozott utéterhelését az abdomi-
nalis aorta m(itéti beszikitésével idéztik eld. Korabbi ta-
pasztalatainknak megfeleléen (5, 7, 8, 17) az aortasz(i-
kitett csoportokban jelentés mértékii BKH fejlédott ki,
amit az echokardiografias utankovetés (megndvekedett
falvastagsagok és LV, . ingex) (1. B—D abrak), a poszt-
mortem szervtdmegmérések (megndvekedett HW/TL
arany) és a szovettani elemzés (emelkedett CD) egya-
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6. ABRA. A PRSW er&s korrelaciét mutatott a miofilamentaris rendszer Ca?*-érzékenységével a fokozott nyomas-
terhelés altal elGidézett BKH kialakulasa és progressziéja soran. A verémunka — végdiasztolés térfogat (EDV) sszeflig-
gés meredeksége (PRSW) emelkedett bal kamrai (BK) kontraktilitast jelzett az aortaszikitett (aortic banded [AB]) csoportban a
6. héten (A-B). A PRSW-ben és a miofilamentaris Ca?* (pCas,) érzékenységében bekovetkezd valtozasok kozbtt erds korrelaciot
figyeltiink meg az Gsszes vizsgélati csoport egylittes elemzése esetében (C) és az AB-csoportokat kiilon vizsgalva is (D). Kiza-
rélag a Sham-csoportokat vizsgalva ugyanakkor nem volt &sszefliggés a PRSW és a pCas,-értékei kézott (E). BKH: balkamra-hi-

pertréfia. ": p<0,05. ™: p<0,001

rant igazolt (2. A—C abrak). A BKH patoldgias jellegét a
fétalis gének reaktivacioja bizonyitotta (emelkedett p/a-
MHC arany és ANP mRNS-szintek) (2. D—E &brak) (18).
Mindezen morfoldgiai és molekularis valtozasok mar 6
héttel az aortaszikitést kdvetden jelen voltak. A késébbi
idépontokban (12 és 18 hét elteltével) az aortasziikitett
csoportokban a kamradilatacio és a progressziv inters-
ticidlis kollagén-felhalmozddas jelei is megfigyelhetévé
valtak (1. E, 2. F 4brék), amelyek szintén 6sszhangban
allnak a korabbi megfigyelésekkel (19).

A BK funkcidéjaban bekovetkez6 valtozasok
a fokozott nyomasterhelés altal indukalt
BKH kialakulasa és progresszidja soran

A nyomas-térfogat analizis a BK kontraktilitasat meg-
bizhatdban mérd in vivo hemodinamikai modszer (3). A
modszer fontos sajatsaga, hogy a nyomas—térfogat-hur-
kok részletes elemzése vena cava okkluzios manéver
alkalmazasa mellet lehetéve teszi az el6- és utdterhe-
léstdl fuggetlen kontraktilitas-paraméterek kiszamita-
sat. Ez kilondsen fontos olyan koérallapotokban, ahol
az el6- és/vagy utéterhelés jelentdsen valtozik, ezzel le-
hetetlenné téve a BK-funkcio korrekt jellemzését a kon-

vencionalis funkcionalis paraméterekkel. Jelen tanulma-
nyunkban ezért a nyomas-térfogat analizist alkalmaztuk
a BK-funkcio pontos hemodinamikai jellemzésére.

A fokozott nyomasterhelés altal eldidézett
BKH korai stadiuma

A fokozott nyomasterhelés éltal el6idézett BKH kezdeti
stadiumat karosodott diasztolés funkcio (féként meg-
nyult aktiv relaxacio) (20), és megtartott szisztolés m-
kddés jellemzi. E korai stadiumban a konvencionalis,
el6- és utdterheléstdl fliggd szisztolés paraméterek nem
valtoznak. Ugyanakkor, nyomas-térfogat analizis tech-
nikaval a BK-i kontraktilitas fokozédasa mutathato ki (5,
7, 17). A kontraktilitas ezen kompenzatérikus emelke-
dése biztositja a BK alkalmazkodasat a megndvekedett
artérias utéterheléshez. Az abdomindlis AB-modellel
kapcsolatos korabbi tapasztalataink alapjan a 6. hetet
valasztottuk a BKH korai fazisanak tanulmanyozasa-
hoz (5, 17). Hemodinamikai méréseink igazoltak, hogy
az AB-csoportot ebben az idépontban valéban karoso-
dott diasztolés funkcié (megnyult Tau-értékek) és meg-
tartott szisztolés funkcid jellemezte. Emellett a BK-i
kontraktilitas pontos jellemzése céljabdl harom, széles
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kérben elfogadott, el6- és utoterheléstdl fliggetlen kont-
raktilitasparamétert (ESPVR, PRSW, dP/dt,,-EDV)
szamitottunk (3). Mind a harom paraméter megnove-
kedett BK-i kontraktilitast igazolt az AB-csoportban (4.
B, 5. B, 6. B abrak). A valtozatlan VAC-arany jelezte,
hogy a BK-i kontraktilitds emelkedése eredményesen
kompenzalta az artérias rendszerben uralkodé fokozott
utoterhelést (1. tablazat). Mérési eredményeink tehat
igazoltak, hogy hemodinamikai szempontbdl az AB-
6hét csoport megfelelt a fokozott nyomasterhelés altal
el6idézett BKH korai stadiumanak.

A fokozott nyomasterhelés altal indukalt
BKH elérehaladott stadiuma

A fokozott nyomasterhelés altal indukalt patologias
BKH esetében a kontraktilitas ndvekedése csak ideig-
lenes alkalmazkodast tesz lehetévé, ugyanis a kezdeti
kompenzatorikus kontraktilitas-fokozédas a progresz-
szié soran regredial (6, 7). Korabbi vizsgalatok kimu-
tattak, hogy a szisztolés funkcié dekompenzacidjanak
idépontja kronikus nyomasterhelés altal el6idézett BKH
allatmodelljeiben fligg a kisérleti allat fajatol, az aor-

taszkités helyétél (mellkas vagy has) és a sz(ikiilet su-
lyossagatol (21). Az abdominalis AB-modellel folytatott
korabbi kisérleteink alapjan him patkanyok esetében a
»kompenzalt” BKH-bdl a szisztolés diszfunkcidba valo
atmenet a krénikus nyomasterhelés 12. hetében var-
haté (7). Ennek megfeleléen a 12. és 18. hetet valasz-
tottuk jelen tanulmanyunkban az el6érehaladott BKH
tanulmanyozasara. A nyomas-térfogat analizisbdl sza-
molt adatok alapjan ezekben az idépontokban a BK-i
kontraktilitasparaméterek jelentdsen csdkkentek a ko-
rai fazishoz képest (AB-6hét csoport) (4. B, 5. B, 6. B
abrak). A hiperkontraktilis allapot dekompenzacidja a
valtozatlanul fennalld fokozott artérias ellenallas (Ea)
mellett a BK-i kontraktilitas és az utoterhelés egyensu-
lyanak felbomlasahoz vezetett (csdkkent VAC-arany)
(1. tAblazat). A kamrai szisztolés teljesitmény romlasa
ezekben az idépontokban az el6terheléstél fliggd para-
méterek (pl. EF) enyhe csdkkenésében nyilvanult meg
(1. tAbldzat). Az aortaszlikitett csoportban emellett a
18. héten a diasztolés funkcié mindkét aspektusanak
(aktiv relaxacio és passziv feszulés) jelentés romlasa is
megfigyelheté volt (1. tablazat).
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7. ABRA. A dP/dt,,,.-EDV &sszefiiggés és a miofilamentaris rendszer Ca*-érzékenységének korrelaciéja a fokozott
nyomasterhelés altal indukalt BKH kialakulasa és progressziéja soran. A maximalis dP/dt (dP/dkt,.,) — végdiasztolés tér-
fogat (EDV) 6sszefiiggés meredekségének névekedése a bal kamrai (BK)-i kontraktilitas fokozédasara utal az AB-6hét csoport-
ban a megfelelé Sham csoporthoz képest (A-B). A dP/dkt,,,-EDV és a miofilamentéris Ca?* (pCas,) érzékenységben bekovetkezd
valtozasok korrelaciét mutattak az 6sszes vizsgalati csoport egyiittes elemzése esetében (C). Az aortasz(ikitett (aortic banded
[AB]) (D) és az aloperalt (Sham) (E) csoportokat kiilén vizsgalva ugyanakkor nem volt korrelacié kimutathaté. *: p<0,05
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Miofilamentaris funkcio fokozott
nyomasterhelés altal indukalt BKH-ban és
ennek 6sszefiiggése a BK-funkcioval
Tekintve, hogy a BK-i kontraktilitas, azaz a szivizom-
sejtek erdkifejtése a szarkomerfunkcio fuggvénye, fel-
merdul, hogy a BKH kialakulasa és progresszidja soran
valtozasok mehetnek végbe a miofilamentaris funkci-
6ban is (22). Ezt tamasztja ala, hogy korabbi kisérle-
tes munkak megndvekedett, valtozatlan és csokkent
szarkomerfunkciét is leirtak a patoldgias BKH kilonbo-
z6 stadiumaiban (9—11, 23). Ugyanakkor ezek a tanul-
manyok szamos limitacidval rendelkeznek. A legtdbb
korabbi kisérlet a miofilamentaris funkciét csak egy
bizonyos idépontban vizsgalta, igy nem rendelkeziink
adattal a szarkomerfunkci6 idébeli valtozasait illetéen.
Tovabba, egyik emlitett tanulmany sem vizsgalta a BK-i
kontraktilitas és a miofilamentaris funkcié kapcsolatat.
Arrél tehat, hogy a miofilamentaris rendszerben leirt
valtozasok hogyan hatnak a teljes BK hemodinamikai
jellemzbire, még korlatozottak az ismereteink. Ezért je-
len tanulmanyunkban parhuzamosan vizsgaltuk a BK
kontraktilitasat és a miofilamentaris funkcié valtozasat
a BKH kialakulasa és progresszioja soran.

A fokozott nyomasterhelés altal indukalt
BKH korai staddiuma

A fentebb leirtak szerint a fokozott nyomasterhelés al-
tal el6idézett BKH korai fazisara (AB-6hét csoport)
emelkedett BK-i kontraktilitas (ESPVR, PRSW, dP/
dt,..-EDV) volt jellemzd. Ugyanebben a kisérleti cso-
portban emelkedett Ca?*-érzékenységet (pCas,) és val-
tozatlan F,.-értéket mértink permeabilizalt szivizom-
sejteken (3. abra és 1. tdblazat). Ez az eredmény arra
enged kovetkeztetni, hogy a miofilamentaris rendszer
fokozott Ca?*-érzékenysége lehet felelés a kontraktili-
tas ndvekedéséért a BKH korai stddiumaban. Bar e két
jelenség (fokozott Ca?*-érzékenység szarkomerszinten
és fokozott kontraktilitas a BK szintjén) kdzott ezen 6sz-
szefliggést még nem tartak fel, a szarkomer Ca?*-érzé-
kenységének ndvekedése patologias BKH-ban megbr-
z6tt szisztolés funkcié mellett ismert az irodalomban (9,
24). Ezt kiegészitve, megvizsgaltuk a Ca?*-érzékenysé-
get leginkabb meghatarozé cTnl és cMyBP-C fehérjék
specifikus szabalyozd helyeinek foszforilaltsagi allapo-
tat. Méréseink a foszforilaltsag nagyfoku novekedését
jelezték a PKC-medialt cTnl Thr-144 helyén az AB-6hét
csoportban (4. C &bra). Eredményeinkkel 6sszhangban
korabbi kutatasok kimutattak, hogy a cTnl pszeudo-fosz-
forilacidja a Thr-143/144 (Thr-143 emberben és Thr-144
egérben/patkanyban) helyeken potencidlisan noveli a
miofilamentaris Ca?*-érzékenységet (25, 26). Erdekes
maodon a Thr-143 oldallanc hiperfoszforilaciéja nem volt
hatassal a maximalis szarkomererd névekedésére hu-
man permeabilizalt szivizomsejtekben (25), ami szintén
O0sszhangban all azzal a medfigyelésiinkkel, miszerint
az AB-6hét csoportban az F,,,-érték nem valtozott (1.
tablazat). Figyelembe véve azt a tényt, hogy sem a cTnl

(Ser-22/23 és Ser-43) sem a cMyBP-C (Ser-282) egyéb
vizsgalt oldallancain nem tortént valtozas, feltételezhet-
juk, hogy a cTnl PKC-specifikus Thr-144 helyen térténd
hiperfoszforilacioja allt a miofilamentéris rendszer emel-
kedett Ca?*-érzékenységének hatterében.

A fokozott nyomasterhelés altal eldidézett
BKH elérehaladott stadiuma

A nyomas-térfogat analizisb8l szarmazoé eredményeink
alapjan a BKH elérehaladottabb stadiumaiban a kont-
raktilitds kompenzatorikus novekedése regredialt (5.
B, 6. B, 7. B abrék). Ezzel parhuzamosan azt talaltuk,
hogy a sejtszintli (miofilamentaris rendszer Ca?*-érzé-
kenységének névekedése) és a molekularis szint(i (cTnl
hiperfoszforilaciéja a PKC-specifikus Thr-144 helyen)
adaptaciok a 12. és 18. hétre eltlintek az AB-csopor-
tokban (3. és 4. C 4brak).

A BKH-t el6rehaladottabb stadiumban vizsgalé ko-
rabbi tanulmanyok normalis vagy csokkent Ca?*-érzé-
kenységet figyeltek meg izolalt és permeabilizalt szi-
vizomsejt-készitményeken. Egy spontan hipertenziv
szivelégtelen patkanytorzs vizsgalata soran példaul
sem a pCa,,, sem az F,,-értékei nem kilénboztek a
kontrollcsoport értékeitdl (23). Emellett az aortaiv sz(-
kitése altal okozott végstadiumu szivelégtelenség pat-
kanymodelljeben a miofilamentaris rendszer funkcio-
janak mindkét komponensében (pCa,, F...) jelentds
csokkenést tapasztaltak (10, 11). Fontos megjegyezni,
hogy ebben a vizsgalatban az aortaiv-sz(ikiilet nagyon
sulyos meértéki volt és viszonylag hosszu ideig éllt fenn
(36 hétig), igy feltételezhetd, hogy a BKH és a szive-
légtelenség egy sokkal elérehaladottabb allapotot ért
el mind az altalunk alkalmazott abdominalis AB, mind a
spontan hipertenziv modellhez képest.

Az irodalmi adatokra és sajat kutatasainkra alapozva
feltételezzik, hogy a miofilamentaris Ca2*-érzékenység
névekedése (a PKC-specifikus cTnl Thr-144 helyen tor-
ténd hiperfoszforilacié kovetkeztében) egy korai, ideig-
lenes kompenzaciés mechanizmusként miikédik a BK
fokozott nyomasterhelése esetén. A Ca?*-érzékenység
ezen emelkedése visszaalakul a kompenzalt BKH-bdl
szivelégtelenségbe térténd atmenetkor, majd jelen-
tésen csokken végstadiumu szivelégtelenségben.

Kovetkeztetések

Jelen tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a fokozott
nyomasterhelés altal indukalt BKH korai stadiumara a
BK szintjén fokozott kontraktilitas, a szarkomer szintjén
pedig emelkedett Ca?*-érzékenység (a cTnl PKC-spe-
cifikus Thr-144 helyen térténé hiperfoszforilacidja mi-
att) jellemz6. Ez a korai funkcionalis alkalmazkodas
kompenzalja a megndvekedett artérias utdterhelést, és
ezzel fenntartja a fizioldgias ventrikulo-arteridlis kap-
csolast (VAC) és szisztolés funkciot. A betegség el6-
rehaladottabb allapotaban ugyanakkor a BK megno-
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vekedett kontraktilitdsa és a miofilamentaris rendszer
Ca*-érzékenységének novekedése egyarant regredi-
al. A kompenzacié hianya a VAC romlasahoz, ezaltal
a szisztolés teljesitmény karosodasahoz vezet. Ered-
ményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy a miofi-
lamentaris Ca?*-érzékenységben bekodvetkez6 valtoza-
sok hozzajarulhatnak a BK-i kontraktilitds dinamikus
valtozasaihoz a fokozott nyomasterhelés altal el6idé-
zett BKH kialakulasa és progresszidja soran.
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