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BEVEZETES

A szivelégtelenség jelentosége és kezelése

A szivelégtelenség komoly terhet ré az egészségiigyre, vilagszerte kozel 40 millio ember
érintett, a 70 évnél iddsebbek kb. 10-15%-a szenved ebben a betegségben. Hattere, hogy a sziv
nem képes fenntartani a megfeleld szoveti perfuzidt a normalis t6ltési nyomads ellenére, vagy a
megfeleld oxigénellatas csak a megnovekedett toltési nyomas rovasara érhetd el. A stabil
kronikus szivelégtelenség konnyen dekompenzalodhat, de akut szivelégtelenség kardiologiai

korel6zmény nélkiil is felléphet.

A kronikus szivelégtelenség evidencidkon alapulod kezelésének célja a sziv mukddésének
javitasa, a betegség progressziojanak lassitasa és a tiinetek enyhitése. A jelenlegi gyogyszeres
terapia els@sorban a sziv terhelésének csokkentésére iranyul. Az angiotenzin-konvertal6 enzim
gatlok (ACE-I), az angiotenzin II receptor blokkolok (ARB) és a mineralokortikoid receptor
blokkoldk a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer befolyasolasaval csokkentik a vérnyomast
¢s fokozzak a diurézist. Az ARB-kal kombindcioban alkalmazott neprilizin-gatlok a
natriuretikus peptid lebontasanak gatlasaval segitik eld a natrium- és vizkivalasztast,
csokkentve a szivben a falfesziilést. A béta-blokkolok negativ inotrop és kronotrép hatasuk
révén mérséklik a sziv terhelését. Az eredetileg antidiabetikumként hasznalt SGLT2-gatlok,
szdmos kedvezd anyagcserehatdsuk mellett ozmotikus diurézist idéznek eld, amivel a

folyadékretencidé mértékét csokkentik.

Az akut szivelégtelenség gyodgyszeres kezelésének alapjat a vazodilatatorok €s a diuretikumok
képezik. Alacsony vérnyomads esetén azonban a perctérfogat fenntartdsdhoz pozitiv inotrép
szerek és vazopresszorok alkalmazdsa lehet sziikséges. Ezek rovid tavon stabilizalhatjdk a
beteg allapotat, de fokozzak a sziv oxigénigényét, novelik az aritmidk eléfordulasat és a
periférids vazokonstrikcid révén ronthatjdk a szdveti oxigenizdcidt, ami hosszil tavon

kedvezotlen hatassal lehet a talélésre.

Bér a szivelégtelenség jelenlegi terapids megkozelitései jelentds eldrelépést hoztak a tiinetek
enyhitésében és a tulélés javitdsdban, egyre nyilvanvalobb, hogy a szivsejtek energetikai
allapotanak — kiilondsen a mitokondridlis funkcidok — célzott javitasa alapvetd fontossagu lehet

a betegség progressziojanak megfékezésében.



Mitokondrialis dinamika

A mitokondriumok a sejtek energiatermelésének f6 forrasai. A felnétt miokardiumban az ATP
termelés fOként a zsirsavak, kisebb részben a gliikkdéz lebontasabdl szarmazd redukalt
koenzimek oxidaciojan keresztiil, oxidativ foszforilacié utjan torténik. A folyamatosan
dolgozo sziv tobb energiat fogyaszt, mint barmely mas szerv, hogy ezt biztositani lehessen, a
szivizomsejtek tomegének 25-35%-at mitokondriumok alkotjadk. A mitokondriumok az
energiatermelés mellett fontos szerepet jatszanak a kalcium anyagcserében, a programozott
sejthalal szabalyozdsdban, az oxigén szabadgyokok termelésében és semlegesitésében,
valamint szamos jelatviteli utvonal modulalasaban is. A szivizomsejtekben a mitokondriumok
Osszetett haldzatos rendszerben helyezkednek el, ami a sejt energiasziikségleteihez
alkalmazkodva kifinomult szabalyozas révén allanddan valtozik. A fzids és hasadasi (fisszios)
folyamatok kozti dinamikus egyensuly iranyitja a mitokondriumok sejten beliili eloszlasat, a
sériilt mitokondriumrészek eltavolitdsat és szerepet jatszik az apoptozisban. Osszességében a
mitokondrialis dinamika segit a sejt egészségének fenntartdsdban és a valtozo élettani

koriilményekre valdé megfeleld reagalasban egyarant.

A fisszi6 f0 szabalyozdja a sejtplazmaban inaktiv formaban el6forduld dinaminszertt GTP-az
fehérje, a DRP1. Aktivaciojat kovetden a mitokondriumok kiils6 membranjara toborozodik,
gylriiszerti strukturat képezve koriiloleli a mitokondriumot, majd konstrikciot hoz 1étre,
elosegitve a leflizddést és a szétvalast. A DRP1 toborzasaban és kotddésében a kiilsd
membranban elhelyezkedd partnerfehérjék (pl. MFF, MiD49 és MiD51) jatszanak fontos
szerept. A Fisl fehérje kozvetett mechanizmusokon keresztiil, alternativ utvonalak révén

befolyasolja a mitokondriumok szétvalasat.

A Mifnl és Mfn2 a mitokondriumok kiils6 membranjaban helyezkednek el, ¢s homo- ill.
heterodimerek képzddésével teszik lehetévé az egymassal érintkezd mitokondriumok kiilsd
csaladba tartoz6 OPA1 (optikus atrofia fehérje 1), melynek kiilonb6z6é izoformai eltérd
mértékben befolyasoljak a fuzios-fisszidés folyamatokat. Hossz(i formédja, az L-OPAl a
mitokondriumok belsé membranjdhoz kotddik, hozzdjarul a fhzidhoz, segit megdrizni a
membranintegritast, szerepet jatszik a mitokondriumok krisztastruktardjanak fenntartdsédban és
gatolja a porusképzddést. Stresszhelyzetre fellépd membranpotencial csokkenés hatasara egy
mitokondrialis metallopeptidaz, az OMAL1, az L-OPA1-t révid formava (S-OPA1) hasitja. Az

S-OPA gatolja a fuziot, emellett szerepe van a mitofagiaban is, segitve a karosodott
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mitokondriumok eliminacidjat. A belsé membranban elhelyezkedd ATP fiiggd metalloproteaz,
az YMEIL1 konstitutivan aktiv modon hasitja az L-OPA-t, ezzel finomhangolja annak
aktivitasat, ¢és egyensulyt teremtve a fuzid és a fragmentacid kozott, hozzajarulva a

mitokondrialis halozat stabilitasanak fenntartasdhoz.

A sejt egészséges mitkddésének fenntartasa céljabol a sériilt mitokondriumok mitofagia révén
elimindlédnak. A mitofagia szamos jelatviteli uton szabalyozodik, melyek kozil a

legismertebbek a PINK 1-Parkin és BNIP3 utvonal.

A flzios-fisszios folyamatok és a mitofagia szabalyozasi zavarai rontjak a mitokondriumok
miikodésének hatékonysagat, ezaltal szerepet jatszanak olyan kardiovaszkularis korallapotok
kialakuldsdban és progresszidjaban, mint az iszkémias szivbetegség, a kardiomiopatiak ¢€s a
szivelégtelenség. A mitokondrialis dinamika megértése és befolyasolasa egy lehetséges 1j,

igéretes terapids célpontot jelenthet a sziv- érrendszeri betegségek kezelésében.

Megfigyelték, hogy szivelégtelenségben a kardiomiocitdk mitokondrialis hal6zata megbomlik,
a dinamika a fisszi6 irdnydba tolodik. A tulzott hasadas kdvetkeztében a mitokondrialis belsd
membran stabilitdsa sériil, ami a membranpotencial (A¥Ym) csokkenéséhez vezet. Ez a
mitokondriumok funkcidjanak romldsaval jar, ami az ATP termelésnek elégtelenségét, a
kreatin-foszfat/ATP ardny csokkenését, az elektrontranszportlanc mitkddésének karosodasat,

fokozott szabadgyokképzddést és az intracellularis kalciumszint novekedését eredményezi.

A kezdeti  kutatdsok a  hasadasi = folyamatok  gatlasaval  probaltdk a
membranpotencialcsokkenést, ezaltal a mitokondrialis funkciéromldst megakadélyozni, de a
kovetkezményes mitofagia gatlas a sériilt mitokondriumok felszaporodasaval jart, ami nem
feltétlentil jart hosszatavu elonyokkel. Ezért a kronikus stressz szcenaridkban a hasadasgatlas

helyett a fuzi6 eldsegitése €s a membranszerkezet stabilizalasa kertilt eldtérbe.

Szamos genetikailag modositott allatmodellt fejlesztettek ki az OPA1 fehérje hatdsainak
tanulmanyozasara. Az OPA1 KO mutaci6 ujsziilott egerekben halalhoz vezetett, ezért egy
indukalhaté OPAT1 knock-out modellt is 1étrehoztak. Ezek az allatok a korai dregedés jeleit
mutattak, és az indukciot kdvetd 3 honapon beliil elpusztultak. X kromoszéma célzott Opal
transzgenezis alkalmazasaval mérsékelt OPA1 overexpressziot tudtak indukalni minden
sejtben. Ezek az egerek termékenyek €s normalis élettartamtiak voltak, €s ez a mutacio

eldnyoOsnek bizonyult egyes mitokondrialis betegségmodellekben.



Az altalunk alkalmazott modellben olyan heterozigota knock-in egereket hasznaltunk,
amelyekbe az Opal gént kodolo szekvencia AS1 mutans valtozatat transzfektaltuk. Ezek az
egerek a vad tipusi OPA1 mellett az OPA1 fehérje AS1 muténs valtozatat is expresszaljak,
amit a stressz okozta mitokondrialis membranpotencidl-csokkenés hatdsara aktivalod6 OMAL1
nem tud hasitani. A konstitutivan aktiv YMEIL1 S2 hasitasi helyét a mutacié nem érinti, igy
a normal miikddéshez, beleértve a hasadasindukciot €s a chaperonfunkciokhoz sziikséges S-

OPA1 szint is fenntarthato.

Pozitiv inotrop szerek

A pozitiv inotrop szerek fokozzak a szivizom 6sszehtuzoddsanak erejét, ndvelik a perctérfogatot
¢s javitjak a szisztémads keringést. Hosszu tava alkalmazasukat korldtozza, hogy fokozzék a
miokardium oxigénigényét, tachycardiat ¢és malignus ritmuszavart valthatnak ki és
elosegithetik a szivizom kimeriilését. Kiillondsen a szimpatomimetikumoknal figyelték meg,
hogy alkalmazasuk emeli a mortalitast. Ezért hasznalatuk dontden az akut, kardiogén sokkal
jaré allapotokra korlatozodik, amikor megfeleld folyadékstatusz ellenére a szisztolés

vérnyomas 90 Hgmm alatt marad, illetve hipoperfuziora utal¢ tiinetek vannak.

A 20. szazad masodik felében a dopamint széles korben alkalmaztdk az akut szivelégtelenség
kezelésében. Alacsony ddzisban az erek falaban 1évd D1 receptorok aktivalasaval értdgulatot
okoz csokkentve a vérnyomast. Kozepes dozisban a sziv béta-1-adrenerg-receptorainak
stimulalasaval jon létre pozitiv inotrop és kronotrdp hatdsa. Magas dézisban az erek a-adrenerg
receptorain keresztiil érsziikitd (vazokonstriktiv) hatas 1€p fel, ezaltal a vérnyomas emelkedik.
A korszerlibb gyogyszerek megjelenésével hattérbe szorult, alkalmazdsa ma mar tiszta

kardiogén sokkban nem is javasolt.

Jelenleg is hasznalt szintetikus katekolamin a dobutamin. Els6sorban a miokardium béta-1
receptorait aktivalja, ennek hatdsara emelkedik az intracellularis cAMP szint, ami fokozza a
kalciumbedramlast, igy novekszik a szivosszehizodas ereje. Mérsékelten a béta- 2 adrenerg
receptorokat is stimuldlja, kisfokd értagulatot okoz csdkkentve a periférias ellenalldst.
Szemben a dopaminnal az alfa-1 receptorokra csak minimalisan hat, igy elkeriilhetd a talzott
vazokonstrikcid. Alkalmazasanak a tachycardia, a ritmuszavarok megndvekedett kockéazata és

a tolerancia kialakulasa szab hatart.



Az 1990-es években kifejlesztett levoszimenddn a troponin C-hez kotddve fokozza annak
kalcium kotd képességét, ezaltal elsegiti az aktin és miozin kozotti interakciot. Igy a szivizom
Osszehuzodasanak erejét az intracellularis kalciumszint emelése és az oxigénfogyasztas
novelése nélkiil fokozza. Tovabbi eldnye, hogy az erekben 1évé ATP-érzékeny kalium(K)-
csatornak aktivalasa értagitd hatasa, amely a periférias érellenallas mérséklésével csokkenti a
sziv utoterhelését. Emellett a mitokondrialis ATP-fiiggd K*-csatorndk megnyitasa sejtvédo
hatassal birhat, ez is hozzajarulhat a szer pleiotrop hatasaihoz. Nagy dézisban foszfodiészteraz-
ITI-g4tl6 tulajdonsaga is van, de ennek a terapids adagban nincs jelentOsége. A szervezetben
hamar lebomlik, ennek ellenére a hatastartama elnyujtott, mivel 5-10%-a a majban aktiv OR-
1896 metabolitta alakul. Ez a levoszimendédnhoz hasonlé farmakolédgiai hatdsokat fejt ki, de
rendkivil hosszu, 70-80 oras felezési idovel rendelkezik. Ezaltal tartds pozitiv inotrop és
vazodilatator hatast biztost, igy a hemodinamikai ¢és tlineti javulds a kezelést kovetden tobb

napon at fennmaradhat. Alkalmazasat vérnyomdascsokkentd hatasa korlatozza.

Az omecamtiv mecarbil egy Uj generacids pozitiv inotrop csoport elsé képviseldje, mely
szelektiven stimuldlja a szivizomban a miozint, stabilizalja az aktin és miozin kozotti
kereszthidakat, ezaltal ndveli a szisztole erejét és idejét. Hatasat az intracellularis cAMP ¢és
kalcium szinttdl fiiggetleniil éri el, igy a szisztolés funkcid anélkiil javul, hogy a szivizom
oxigénfogyasztasa novekedne. A GALACTIC-HF vizsgélat eredményei alapjan mérsékelt
javulast okozott a jelentdsen csokkent ejekcids frakcidval rendelkezd szivelégtelen betegeknél,
de nem volt szignifikans kiilonbség a talélésben a placebohoz képest, igy az alkalmazasi
engedélyt nem kapta meg. A lehetséges mellékhatdsokban a meghosszabbodott szisztolés 1d6

és az ebbdl adodo miokardialis vérellatasi zavar jatszhatott szerepet.

Sokkal igéretesebb, 11j, kisérleti stddiumban 1€v6 pozitiv inotrdp €s lusitrop szer az isztaroxim.
Egyrészt a Na'/K'-ATP-4z gatlasaval kozvetve noveli az intracellularis kalciumszintet,
fokozva a szivizom kontraktilitasat. Masrészt serkenti a SERCA2a enzimet, hatékonyabb lesz
a kalcium visszavétele a szarkoplazmatikus retikulumba, igy a relaxaciéo tdmogatasaval a
diasztolés funkcio javuldsdhoz is hozzdjarul. Klinikai vizsgélatok igazoltak, hogy az isztaroxim
mind a szisztolés, mind a diasztolés szivfunkciot kedvezden befolyasolta anélkiil, hogy novelte

volna a ritmuszavarok kockéazatat.



CELKITUZESEK

Munkénkban a fokozottan expresszaloddo OPA1 fehérje kardialis hatasait tanulmanyoztuk. A
genetikailag ~ modositott, OPAl-et taltermeld egerek  életkorral  bekdvetkezd
szivfunkciovaltozasat kisallat echokardiografias vizsgalattal kovettik. A funkcionalis
eltéréseket szovettani vizsgalattal, a mitokondriumok ultrastrukturalis feltérképezésével és a
mitokondrialis dinamikdban résztvevo fehérjék mennyiségi valtozasanak kimutatasaval
probaltuk megmagyarazni. Emellett torekedtiink arra, hogy a megfigyelt valtozasokat a

mitokondriumok halozati struktirajanak, miikodésének analizalasaval alatamasszuk.

Masik célunk az volt, hogy a pozitiv inotrép szerek mitokondriummiikodést modositd hatasat
tanulmanyozzuk. H9C2 patkany kardiomioblaszt eredetli sejteken kivantuk vizsgalni, hogy a
dopamin, dobutamin, levoszimendan, OR-1896, omecamtiv mecarbil és isztaroxim hogyan
valtoztatja meg a sejttilélést €s a mitokondriumok 1€gzési hatékonysagat, valamint a
levoszimendan ¢és aktiv metabolitja, az OR-1896 hogyan befolydsolja a mitokondrialis
membranpotencialt. A feltart eltérések alapjan probaltunk lehetséges magyarazatot szolgaltatni

a pozitiv inotrdp szerek ellentmondésos hatésara.



MODSZEREK
Allatmodell

Kisérleteinkben olyan knock-in egereket hasznaltunk, melyek DNS-ébe az Opal
génszekvencia AS1 mutdns valtozatat transzfektaltdk PiggyBac transzpozon génexpresszios
vektor segitségével. EbbOl a mutdns DNS szakaszbol hianyzik az S1 hasitési helyet kodold
szekvencia. Az igy létrehozott egerek a normal OPA1 fehérje mellett egy mutans OPA1
valtozatot is expresszalnak, amit az OMAI1 proteaz nem tud hasitani. Az allomanyt
heterozigéta formaban tartottuk fenn, hogy mérsékeljiik a tilzott OPA hatés kovetkeztében
fellépd esetleges karosodasokat. Kontrollként a transzgenikus allatok vad tipusu alomtérsait
hasznaltuk. 11 hetes OPA1 transzgenikus egerekkel (n=10) és vad tipusu alomtérsaikkal (n=12)
végeztik a kisérleteket. 11 és 36 hetes korban echokardiografiat és vérnyomasmeérést
végeztiink. A kisérleti id6szak végén az allatokat inhalacios altatasban ledltiik, a plazma BNP
szint ELISA moédszerrel vald meghatarozasahoz kozvetleniil a szivbdl vért vettiink. A szivrol
levalasztottuk a pitvarokat és a nagyereket, megmeértiik a kamrak sulyét, majd a kamrékat a
szovettani vizsgalatokhoz 6%-os formalinban fixaltuk, illetve a Western blot analizishez a
mintakat lefagyasztottuk. A tiidoket lefagyasztottuk a nedves tiid6/szdraz tiid0 arany
meghatarozasdhoz. Az intersticialis kollagénlerakodas meghatarozdsara Masson-féle trikrom
festést alkalmaztunk, a szivizom-hipertrofia markereként a kardiomiocitdk sejtatmérdjének
mérésére a metszeteket Picrosirius vordssel festettiik. Az oxidativ karosodds mértékének
meghatarozasdra immunhisztokémiai festést végeztiink, az oxidativ fehérjekdrosodast
monoklondlis anti-nitrotirozin antitesttel, a DNS-karosodast anti-8-oxoguanin antitesttel
vizsgaltuk. Az elektronmikroszkopos elemzéshez 36 hetes egerek szivét az aortagyokon
keresztiil retrograd modon perfundaltuk, a sziveket fixaltuk, bedgyaztuk, ultramikrotommal
metszeteket készitettlink, a metszetekrél JEM 1200EX-II elektronmikroszkoppal 12000-szeres
€s 25000-szeres nagyitassal készitettliink felvételeket. A mitokondrialis dinamikaban szerepet
jatszo fehérjék expresszidjanak valtozasat Western blottal vizsgaltuk. A mitokondridlis DNS
kopiaszam meghatarozasat bal kamrafali mintdbol GenElute™ Mammalian DNA Miniprep kit

segitségével hataroztuk meg.



Sejtmodell

Neonatalis kardiomiocita sejttenyészet

A primer dobog6 szivizomsejteket 1-3 napos 0jsziilott OPA1 transzgenikus egerekbdl és vad
tipusu alomtarsaikbol izolaltuk. A sejteket 2x10* stiriiséggel 24 lyuku iivegaljii lemezre vagy
4x10* sejt/lyuk siirliségben XFp Miniplate lemezekre szélesztettiik. Az igy izolalt
szivizomsejteket steril koriilmények kozott, 37 °C-on, 5% CO»-t tartalmazo, telitett
paratartalmt atmoszféran tenyészettiik. 2-3 naponta cseréltiik a médiumot. A mitokondrialis
fragmentaci6 vizsgéalatdit MitoTracker Red CMXRos festést kovetden fluoreszcens
mikroszkoppal végeztilk 60x-os nagyitdssal, a mitokondridlis morfologia részletes
kvantifikdcios elemzéséhez az Image] alapi Mitochondria Network Analysis (MiNA)
segédprogramot hasznaltunk. A mitokondridlis membranpotencial méréséhez JC-1 festést
alkalmaztunk, a fluoreszcens mikroszkoppal késziilt képeket Imagel szoftver segitségével
elemeztiik. A sejtek oxigénfogyasztasi ratajat Agilent Seahorse Extracellular Flux (XFp)

Analyzer segitségével hatdroztuk meg, az alkalmazasi eldirat alapjan.
H9C2 sejttenyészet

A HOC2 patkény kardiomioblaszt sejtvonalat a European Collection of Cell Culture-tdl
(Salisbury, Egyesiilt Kirdlysag) szereztilk be. A sejteket 37 °C-on, parasitott, 5% CO»-t
tartalmaz6 atmoszféran, steril koriilmények kozott tenyésztettiik, 3—4 napos id6kozonként, 70—
80%-o0s konfluencia elérésekor passzaltuk 1:3 aranyban. A kisérlet napjan a sejteket PBS-sel
keresztiil inkubaltuk 37 °C-on, parasitott, 5% CO»-t tartalmazo atmoszféran. A sejttulélést
MTT teszttel, a mitokondridlis funkcidt Agilent Seahorse Extracellular Flux (XFp) Analyzer

segitségével a mitokondrialis membranpotencial valtozast JC-1 vizsgalattal hatdroztuk meg.

Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést az SPSS for Windows 26.0 verzidjaval végeztiik. Minden adatot az
ismételt mérések atlaga + az atlag standard hib4ja (SEM) formaban fejeztiink ki. A két csoport
atlagértékeinek 0sszehasonlitasara Student t-tesztet alkalmaztunk. A p <0,05 értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Az OPAL1 transzgenikus fenotipus hatasa a testméretekre, szisztolés
vérnyomasra, BNP szintre és a szivultrahangos paraméterekre

A biometriai paraméterek nem kiilonboztek szignifikansan a csoportok kozott sem a vizsgalat
elején, sem a végén. Hasonloképpen nem volt szignifikans eltérés sem szisztolés,
kezdetén a bal kamrai végdiasztolés térfogat szignifikdnsan magasabb volt a transzgenikus
allatokban a vad tipust egerekhez képest (p<0,05 TGSTART vs, WTSTART) o7 a kiilonbség a
vizsgalati periodus végére eltlint (1. tdblazat). A 36 hetes transzgenikus egerek ejekcios
frakcidjaban szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a kiinduldsi értékhez képest (p<0,01;
TGENP vs. TGSTART) Ezzel szemben a vad tipusu éallatok esetében a szisztolés balkamra-
funkcioban nem volt kimutathatd statisztikailag jelentds valtozas. Az allatok novekedésével
természetesen bekovetkezd, fiziologias paramétervaltozasokat nem vettiik figyelembe.

1. tablazat Az OPAI transzgenikus fenotipus hatasa az echokardiografias paraméterekre az oregedes
soran. LVIDd: végdiasztolés balkamra iiregi atméro; LVIDs: végszisztolés balkamra belso atmérd,;
LVEDV: balkamra végdiasztolés térfogat; LVES: balkamra végszisztolés terfogat; LV MASS.: balkamra
szamitott tomege, EF: ejekcios frakcio, E: mitrdlis csucssebesség a korai bearamlas sordan; A: mitralis
csucssebesség a kesoi bearamlas soran; E': korai diasztolés mitrdlis anulus csucssebesség;, W TART .
vad tipusu alomtarsak 11 hetes korban, WTNP - vad tipusu alomtarsak 36 hetes korban; T GSRT- OPAl
transzgenikus egerek 11 hetes korban, TG™P: transzgenikus egerek 36 hetes korban. *p<0,05 vs.

WTSTART *xp< ()01 vs. TGS, A feltiintetett értékek dtlagok + SEM
WTSTART (n=12) | WTENP (n=12) TGS™RT (n=10) TG (n=10)

LVIDd (mm) 4,07+0,12 429+0,11 4,35+0.17 4,29+0,17
LVIDs (mm) 2,99 +£0,14 3,19+£0,18 3,02+0,15 3,29+£0,19
LVEDV (ul) 65,82 + 4,57 86,22 + 5,17 89,03 + §,02* 90,58 + 8,27
LVESYV (ul) 30,95 + 3,02 40,74 £ 4,38 37,49 £ 4,27 49,26 + 6,86
LV MASS (mg) 110,97 £ 4,16 156,56 £ 10,39 136,94 + 13,33 159,94 £ 15,62
EF (%) 57,23 +£3,35 51,94 + 3,04 58,6 £2,59 44,69 + 3,56**
E/A 1,75+ 0,08 2,48 £ 0,45 2,02+0,13 2,03+0,17
E/E’ 30,21 + 2,08 27,63 £2,65 28,69 £4,92 36,72+ 4,93

Az OPAL1 gén fokozott expressziojanak hatasa az intersticialis kollagén
lerakodasra, a szivizomsejtek atmérdjére és fehérje- és DNS-oxidaciojara

A bal kamrai fibrézis mértékének nyomon kovetésére a 36 hetes allatok szivmintain Masson-
feéle trikromfestést alkalmaztunk, pozitiv kontrollként 15 hénapos vad tipusu egerekbdl
szarmaz6 szivmintakat hasznaltunk. Mind a transzgenikus, mind a vad tipust egerekben csupan

kis mennyiségili intersticialis kollagénlerakodas volt megfigyelhetd, a két csoport kozott nem
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mutatkozott szignifikans kiilonbség (WT: 12,99 + 0,70% vs. TG: 11,92 £ 0,98%). A
kardiomiocitak atmérdjének meghatarozdsdhoz 36 hetes egerek bal kamrdjabol szarmazo
Picrosirius-vorossel festett szovettani metszeteket hasznaltunk. Az elemzés alapjan nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget a vad tipusu és a transzgenikus egerek kardiomiocita-
atmeérdi kozott (WT: 18,45+ 0,18 um vs. TG: 18,93 + 0,5 pm). Az oxidativ stressz markereként
immunhisztokémiai modszerrel a nitrotirozin és 8-oxoguanin képzddést vizsgaltuk a 36 hetes
egerek szivének bal kamrdjabol késziilt metszetein. Sem a fehérjék oxidativ karosodasara
specifikus anti-nitrotirozin festés (WT: 17,8 £ 2,7%, TG: 16,4 £ 1,4%), sem a DNS oxidativ
karosodasat jelzd anti-8-oxoguanin festés (WT: 6,7 £ 0,4%, TG: 6,5 + 0,5%) nem mutatott

kiilonbséget a vad tipust és az OPA1 transzgenikus csoport kdzott.

Elektronmikroszkopos valtozasok

Az interfibrillaris mitokondriumok ultrastrukturalis allapotanak felmérése céljabol 36 hetes
egerek mintdibdl a szivizomrostok hosszanti metszeteit elektronmikroszkoppal értékeltiik (1.

abra).
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1. abra. A fokozott OPAlexpresszio hatdsa a szivizom interfibrillaris mitokondriumaira 36 hetes
korban. Vad tipusu (A) és OPAIl transzgenikus (B) egerek interfibrillaris mitokondriumainak
reprezentativ elektronmikroszkopos felvétele (12000-szeres nagyitas, skala: 0,5 um). Interfibrillaris
mitokondriumok ultrastruktiraja vad tipusu (C) és transzgenikus (D) allatok miokardiuméban (25000-
szeres nagyitas, skala: 0,5 um) A mért mitokondridlis teriiletek relativ gyakorisiga az egyes
intervallumban (F). WT: vad tipus, TG: OPAL transzgenikus egerek. Az adatok atlag = SEM értékben
vannak kifejezve. * p <0,05 vs. WT, n=6.

12



A mitokondriumok teriiletét lemértiik (csoportonként 500 db), a mért értékek relativ
gyakorisagat 0,3 pm?-es intervallumokban hatdroztuk meg. Mindkét csoportban a
mitokondriumteriiletek talnyomé része a 0,3 és 0,6 um? kozotti intervallumba esett (WT:
48,4% vs. TG: 42,8%). A transzgenikus csoportban azonban a mitokondriumok mérete
heterogénebb volt; mind a 0,3 um? alatti (WT: 10,4% vs. TG: 13,6%), mind a 0,9 pm? feletti
tartomanyban (WT: 13,2% vs. TG: 19,6%) nagyobb aradnyban talaltunk mitokondriumokat,
mint a vad tipusban (1. F dbra). Tovabba a transzgenikus allatok atlagos mitokondrialis teriilete
valamivel nagyobb volt, mint a vad tipust allatokban (WT: 0,606 pm? vs. TG: 0,684 pm?,
p<0,05) (1. E abra). A transzgenikus csoportban a mitokondriumok ultrastrukturdjaban is
¢észleltiink mérsékelt mértékli karosodast, melyet kisebb, vakuolumszerli interkrisztalis
tagulatok, a krisztaszerkezet diszkrét rendezetlensége, valamint a mitokondridlis matrix

csOkkent denzitésa jellemzett. (1. D abra).

A mitokondrialis halézat morfolagiai valtozasai

A mitokondridlis struktirak kvantitativ elemzését 0jsziilott egerekbdl izolalt szivizomsejteken
végeztik az Imagel szoftver Mitochondria Network Analysis (MiNA) segédprogramjanak
alkalmazaséaval. Bar az elektronmikroszkopos vizsgalat sordn a transzgenikus sejtekben kissé
nagyobb 4tlagos mitokondridlis teriiletet figyeltiink meg, ez a kiilonbség nem tiikr6z4dott a
mitokondrialis héalézat morfologiai paramétereiben: a halozat elagazasainak hossza a vad

tipusu €s a transzgenikus allatok sejtjei kozott nem mutatott szignifikdns eltérést.

Az OPAL1 transzgenikus egerekbél szarmazo primer kardiomiocitak
membranpotencial-valtozasai

A mitokondrialis membranpotencialt (AW) JC-1-gyel, egy membranpermedbilis,
fesziiltségérzékeny fluoreszcens mitokondridlis festékkel vizsgaltuk. A JC-1 vords
fluoreszcenciat bocsat ki, ha a mitokondridlis membranpotencial magas (aggregalt festék), mig
a depolarizalt mitokondriumok esetén zo6ld fluoreszcencidt mutat (monomer festék).
Megfigyeltilk, hogy a mitokondridlis membranpotencial szignifikdnsan kiillonbozott a
csoportok kozott. A transzgenikus primer szivizomsejtekben erdsebb zold és gyengébb vords

fluoreszcencidt mutattunk ki, mint a vad tipust kardiomiocitdkban (p<0,01). A modszer
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validalasaként alkalmazott FCCP kezelés sziggnifikdnsan erdsebb zdld és gyengébb vords

fluoreszcenciat eredményezett vad tipust sejtekben (2. dbra).
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2. abra. A fokozott OPA1 expresszid hatasa a mitokondrialis membranpotencialra primer izolalt egér
szivizomsejteken. Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos képek JC-1 festést kovetden, voros €s zold
csatornat alkalmazva (A), skala: 50 pum, 40-szeres nagyitas. Mitokondriumpolarizacié kvantitativ
elemzése (B). Az adatok négy fliggetlen mérés atlaga = SEM, n=6. WT: vad tipust kardiomiocitak, TG:
OPA1 transzgenikus egerekbdl szarmazo szivizomsejtek.

Az OPA1 transzgén expressziojanak hatasa a mitokondrialis
oxigénfogyasztasra és az energiametabolizmusra

Kardiomiocitakat izolaltunk 0jsziilott transzgenikus allatokbdl és vad tipust alomtarsaikbol. A
mitokondrialis energiametabolizmust és a mitokondrialis 1égzési lanc funkcidjat Agilent
Seahorse XFp Analyser rendszerrel, Agilent Seahorse XFp Cell Mito Stress alkalmazasaval
hataroztuk meg (3. abra). Megfigyeltiik, hogy a transzgenikus allatokbol szarmazo6 sejtek
oxigénfogyasztdsi ratdja alacsonyabb volt a vad tipusi sejtekhez képest, ami az
energiametabolizmus karosodéasara utalt. Ez a csokkenés azonban csak a maximalis 1égzés
(WT: 204,4 £ 15,05 pmol/perc vs. TG: 150,2 + 16,22 pmol/perc, p<0,05) és a tartalék 1égzési
kapacitas (WT: 142,7 + 11,29 pmol/perc vs. TG: 99,2 + 10,89 pmol/perc, p<0,05) esetében volt

szignifikéans.
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3. abra. OPA1 transzgenikus primer izolalt kardiomiocitdk oxigénfogyasztasi ratajanak valtozasa
Seahorse XFp analizatorral mérve (A). Az alaplégzés (B), a maximalis 1égzés (C), az ATP termelés (D)
¢és a tartalék 1égzési kapacitas (E) elemzése Agilent Seahorse XFp Cell Mito Stress alkalmazasaval.
WT: vad tipust kardiomiocitak, TG: OPA1 transzgenikus egerekbdl szarmazoé primer szivizomsejtek.
*p<0,05 vs. WT. Az értékek atlagok + SEM, n=6.

Az OPA1 gén fokozott expressziojanak kovetkezményei a mtDNS
kopiaszamra

Az OPAL1 fokozott expresszidjanak a mitokondrialis DNS kopiaszdmara gyakorolt hatdsanak
tanulmanyozasara valos idejii PCR vizsgalatokat végeztiink. A mitokondrialis DNS-képidk

atlagos szama szignifikansan nem kiilonb6zott a két csoportban.

A mitokondrialis dinamikaban szerepet jatszo fehérjék mennyiségi
valtozasai

A mitokondrialis dinamikéban szerepet jatszo fehérjék mennyiségi valtozasait 36 hetes egerek
szivebdl készitett mintdkon vizsgaltuk Western blot analizissel. A transzgenikus allatok OPA1
szintje szignifikdnsan megnovekedett a vad tipushoz képest (p<0,01 vs. WT csoport; 4. B ébra).
A transzgenikus csoportban mind a rovid, mind a hosszit OPA1 forma fokozottan
expresszalodott, de ez a tilprodukci6 a hosszu forma esetén kifejezetteb volt, az L-OPA1/S-
OPALI arany pedig szignifikansan nétt (p<0,01 vs. WT csoport; 4. C abra). Az emelkedett
OPA1l-szint transzgenikus eredetét a DYKDDDDK Tag (FLAG) antitest alkalmazasaval
igazoltuk (p <0,01 vs. WT csoport; 4. D dbra). A teljes mitokondridlis tomeget jelz6 VDAC

mennyisége nem kiilonbozott szignifikdnsan a két csoport kozott (4. E abra), ahogy a
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proapoptotikus mitokondrialis BNIP3 szintje sem (4. F &bra). A stresszre indukalodo, S1
helyen hasit6 OMAI1 proteaz szintje hasonld volt a két csoportban (4. dbra G), mig a
konstitutivan aktiv ' YMEIL1 expresszidés szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a

transzgenikus allatokban (p <0,01 vs. WT csoport; 4. H 4bra).
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4. abra. Az OPA1, OMA1 és YMEILI1 szint valtozasai 36 hetes egerek bal kamra mintaiban. Az OPAI1,
DYKDDDDK Tag (FLAG), VDAC, BNIP3, OMAI1l, YMEIL1 reprezentativ Western blot és
denzitometrias kiértékelés lathato. A GAPDH-t fehérjemennyiségi kontrollként hasznaltuk. WT: vad

tipusu egerek (n=8), TG: OPA1 transzgenikus egerek (n=8). Az értékek atlag + SEM. ** p<0,01 vs.
WT

A Mfnl esetében nem volt szdmottevd kiilonbség a csoportok kozott, mig a Mfn2 expresszidja
csokkend tendenciat mutatott a transzgenikus allatokban (5. B—C 4bra). A DRP1 ¢és Fisl
fisszios fehérjek szintjében nem tapasztaltunk Iényeges eltérést. A mitofagidban szerepet jatszo
PINK1 fehérje mennyisége szignifikdnsan megnétt a vad tipushoz képest (p<0,05; 5. F abra),

mig a Parkin fehérje expresszidjaban csupan tendencidozus emelkedést figyeltiink meg (5. G
abra).
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5. abra. A mitokondrialis dinamikat szabalyozo fehérjék expresszidjanak valtozasai. A képen a Mfnl,
Mfn2, DRPI1, Fisl, PINKI, Parkin fehérjék reprezentativ.  Western blotjai és denzitometriai
kiértékelésiik latszik. GAPDH-t hasznaltunk loading kontrollként. WT: vad tipusu egerek (n=8), TG:
OPA1 transzgenikus egerek (n=8). Az értékek atlag + SEM. * p < 0,01 vs. WT.

A pozitiv inotrop szerek sejttulélést befolyasolo hatasa

HI9C2 sejttenyészetet 2 oran keresztiil 0,1-0,5-1-5-10-50-100-500-1000 pumol/l dopamin-
hidrokloriddal, dobutamin-hidrokloriddal, levoszimendannal, OR-1896-tal, omecamtiv
mecarbillal és isztaroxim-hidrokloriddal inkubaltuk. A vegyliletek citotoxicitasat 2 Ords
inkubalast kovetéen MTT modszerrel hataroztuk meg. A dopamin, dobutamin és
levoszimendan 500 pmol/1-t6l, az omecamtiv mecarbil és isztaroxim-hidroklorid csak 1 mmol/I
koncentracioban okozott mérhetd sejtszamcsokkenést, mig a levoszimendan aktiv hatdéanyaga,

az OR-1986 esetén még a legmagasabb 1 mmol/l-es koncentracidban sem okozott mérhetd

sejtpusztuldst a kontrollhoz képest.

A pozitiv inotrop szerek hatasa a mitokondrialis 1égzés hatékonysagara

A dopamin-hidrokloridot, a dobutamin- hidrokloridot, az omecamtiv mecarbilt és az
isztaroximot 0,1 — 1 — 10 — 100 — 1000 pmol/lI-es, a levoszimendant és aktiv metabolitjat, az
OR-1896-0ot 1 — 10 — 100 nmol/l-es valamint 1 és 10 pumol/l-es koncentracidoban vizsgaltuk
Agilent Seahorse XFp késziilékkel, Seahorse XF Cell Mito Stress Test alkalmazasaval. A
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dopamin a mért koncentraciokban nem okozott szignifikans valtozast a sejtlégzésben a
kontrollhoz képest. Ezzel szemben a dobutaminnal az oxigénfelhasznalasi gorbe minden mért
koncentracioban a kontrollgorbe alatt futott, ez a csokkenés az alaplégzés esetén 1 umol/l-es
koncentraciotol, az ATP termelésnél csak 100 pmol/l koncentracidtoban valt szignifikanssa (6.

abra).
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6. abra. A dopamin és dobutamin hatasa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra és energiaanyagcserére.
2 ords kezelést kovetéen a HIC2 sejteket 10 uM oligomicinnel, 10 uM FCCP-vel és 5uM
rotenon/antimicin A-val kezeltiik. Az adatokat Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test Report
Generator segitségével szamitottuk ki. OCR: oxigénfogyasztasi rata. Az értékek atlag = SEM (n=6).
*p<0,05 vs., kontroll.

A levoszimendan 10 nmol/l, 100 nmol/l és 1 pmol/l koncentracioban alkalmazva a sejtek
oxigénfelhasznalasanak csokkenését eredményezte. A maximalis 1égzés és a tartalék 1égzési
kapacitas tekintetében a 100 nmol/l koncentracid mellett a valtozas szignifikans mértéki volt,
mig a 10 nmol/l és 1 pmol/l koncentracidk esetében csupan csokkend tendenciat figyeltiink
meg, amely nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét. A levoszimendan aktiv metabolitja,
az OR-1896 a legalacsonyabb 1 nmol/l koncentracidban fokozta az oxigénfelhasznalast, a
maximalis légzés szignifikdnsan nétt, de 100 nmol/l és 1 umol/l esetén mar tendenciaszerti
csOkkenést tapasztaltunk a maximalis 1€gzés €s a tartalék 1égzési kapacitds vonatkozasaban.
Mind a levoszimendéan, mind az OR-1896 esetén a legnagyobb alkalmazott koncentracioban

(10 pmol/1) a kontrollhoz hasonlo értékeket rogzitettiink (7. dbra).
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7. abra. A levoszimendan és aktiv metabolitjanak hatdsa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra és
energiaanyagcserére.  H9C2 sejteket 2 oOran keresztiil kezeltiink, majd a mitokondrialis
oxigénfelhasznalast Seahorse XFp analizatorral mértiik. Az alaplégzést, az ATP termelést, a maximalis
1égzést és a tartalék 1€gzési kapacitast Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test Report Generator
segitségével szamitottuk ki. OCR: oxigénfogyasztasi rata. Az értékek atlag =+ SEM (n=6). *p<0,05 vs.,
kontroll.

Az omecamtiv mecarbil nem okozott jelentds valtozast a mitokondridlis respiradcidban. Az
isztaroxim alacsony (0,1 pmol/l) dozisban fokozta a sejtlégzést, a maximalis 1égzés és tartalék
1égzési kapacitas tekintetében volt ez a novekedés szignifikans. Magas koncentracidban (10 és
100 umol/l) viszont rontotta az oxigénfelhasznélast, szignifikans csokkenést okozva az ATP

szintézisben, a maximalis 1égzésben ¢és a tartalék 1égzési kapacitasban (8. dbra).
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8. abra. Az omecamtiv mecarbil és az isztaroxim hatdsa a mitokondridlis energiametabolizmusra. 2
oras kezelést kovetden a HIC2 sejteket Seahorse XFp analizatorral vizsgaltuk. Oligomicin, FCC, és
rotenon/antimicin A hozzaadasara bekovetkez6 oxigénfelhasznalas valtozas alapjan Agilent Seahorse
XF Cell Mito Stress Test Report Generatorral szdmitottuk ki az alaplégzést, ATP termelést, maximalis
1égzést és a tartalék 1égzési kapacitast. OCR: oxigénfogyasztasi rata. Az értékek atlag + SEM (n=6).
*p<0,05 vs. kontroll, **p<0,01 vs. kontroll.

A levoszimendan és az OR-1896 hatasa a mitokondrialis
membranpotencialra

A levoszimendan és aktiv metabolitja, az OR-1896 mitokondridlis membranpotencidlra
gyakorolt hatasdnak vizsgalatara JC-1 fluoreszcens festést alkalmaztunk. A levoszimendan
hatéasat vizsgalva megallapitottuk, hogy a z61d fluoreszcens monomerek ardnya emelkedett volt
az Osszes mért koncentracidban, ami alacsonyabb mitokondridlis membranpotencidlt jelez.
Ugyanakkor ez a valtozéas csak a legalacsonyabb, 0,001 uM koncentracid esetén bizonyult
statisztikailag szignifikdnsnak (p<0,05) a kontrollcsoporthoz képest. Az aktiv metabolit, OR-

1896 esetében nem figyeltiink meg hasonl6 eltérést, egyik vizsgalt koncentracional sem.
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KONKLUZIO

Ismert, hogy a szivelégtelenség kialakuldsat a mitokondriumok morfologiai és funkcionalis
eltérései kisérik. A mitokondridlis dinamika a fragmentacio irdnyaba tolodik el, a haldzati
struktara felbomlik, melyet a membranpotencidl csokkenése kisér — ez a folyamat
hozzéajarulhat a szivelégtelenségben megfigyelt mitokondriélis diszfunkcidhoz. Ugyanakkor a
fuzidés folyamatok erdsitése és a mitokondridlis membranszerkezet stabilizdldsa igéretes

terapias célpontot jelenthet.

Vizsgalatainkhoz egy transzgénikus egértorzset alkalmaztunk, amely a vad tipus mellett egy
olyan OPA1 fehérjevaltozatot is expresszal, amely nem tartalmazza az OMA1 hasitési helyet,
ez az OPA1 mennyiségének jelentésen ndvekedésével jar. Az allatok szivfunkcidjat kisallat-
ultrahanggal kovettiik, és az Oregedés soran a transzgénikus egerekben az ejekcios frakcid
szignifikans csokkenését tapasztaltuk. A szisztolés miikodés romlasa nem jart egylitt fibrotikus
remodellinggel vagy a kardiomiocitak atmérévaltozasaval, és sem a BNP-szint, sem a nedves-

szaraz tiido aranya nem utalt szivelégtelenségre.

Mitokondrialis halozatelemzéssel nem talaltunk eltérést a mitokondriumméretben, azonban az
ultrastrukturalis vizsgalatok heterogén méreteloszlast, enyhén torzult krisztaszerkezetet és
csokkent matrix elektrondenzitast jeleztek. Ujsziilott egerekbél izolalt szivizomsejtekben a
membranpotencial csokkenése €s az energiametabolizmus zavara is kimutathato volt. A
fehérjeanalizis sordn az L-OPA1 és S-OPA1 szintje egyarant emelkedett, de az ardnyuk az L-
OPA1 javara tolddott el. A transzgenikus eredetet FLAG-antitesttel igazoltuk. A VDAC
normalis szintje és a mitokondrialis DNS kopiaszdm elemzés bizonyitja, hogy a valtozasok a

nem a mitokondrialis tomeg novekedésébdl fakadnak.

Az OMALI protedz mennyisége nem valtozott, mig a konstitutivan termelddé YMEI1L1 szintje
szignifikansan csokkent, utalva a proteolitikus egyensuly megbomlasara. Emellett a mitofagiat
szabalyozd PINK1 és Parkin fehérjék fokozott expresszidja a karosodott mitokondriumok
eliminaciojara utal, mig a BNIP3 alacsony szintje nem tdmasztja ala kifejezett mitofagiat vagy

proteaszomalis degradaciot.

meg. Ezt feltehetéen az L-OPA1 tulzott mértékli membranba épiilése, a fuzios/felhasadasi

egyensuly megbomlésa €és a mitokondridlis funkcié kdvetkezményes romlasa magyarazza.
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A pozitiv inotrép szerek mitokondridlis hatdsainak vizsgalatat az a felismerés motivalta, hogy
noha a hagyomanyos pozitiv inotrop szerek — mint a dobutamin vagy a dopamin — rovid tdvon
javitjdk a sziv pumpafunkciojat, hosszi tdvon paradox moddon ronthatjak a tulélést. Ennek

hatterében mitokondrialis hatasaik is allhatnak.

Kisérleteinkben a dobutamin csokkentette az alaplégzést, és nagyobb dozisban az ATP-
szintézist is gatolta. A dopamin ezzel szemben nem valtott ki hasonl6 hatasokat, amely eltérd
receptorprofiljaval magyarazhat6. A kalciumérzékenyité levoszimendan szintén rontotta a
mitokondrialis miikodést: csokkentette a maximalis és tartalék 1€gzési kapacitést, valamint mar

kis koncentracioban is membranpotencial-csokkenést okozott.

Azonban az aktiv metabolitja, az OR-1896, alacsony dozisban fokozta a maximalis 1égzést
anélkiil, hogy a membranpotencialt befolyasolta volna — ez a farmakokinetikai kiilonbségeknek

¢s az elnyujtott hatasnak tudhato be.

Az omecamtiv mecarbil, mint elsé generacidos miozin-aktivator, fokozza a kontraktilitast
anélkiil, hogy jelentdsen befolyasolnd a kalcium-homeosztdzist vagy ndvelné az
oxigénfogyasztast. Eredményeink igazoltak, hogy nincs szamottevd hatasa a mitokondrialis

mukodésre.

Ezzel szemben az isztaroxim, amely klinikai vizsgalatokban igéretesnek bizonyult, mar
alacsony dozisban is javitotta a 1égzési paramétereket, de nagyobb koncentracioban negativ
hatasokat mutatott, s csOkkentette az ATP-termelést. Ez a d6zisfliggd kettdsség arra utal, hogy
az isztaroxim kozvetlen mitokondridlis hatasokkal is rendelkezik a Na*/K*-ATPéz gatlasan és

a SERCA2a aktivalasan tul.

Osszefoglalva, eredményeink azt sugalljak, hogy a pozitiv inotrép szerek talélésre gyakorolt
kedvezdtlen hatasa részben a mitokondridlis funkciok modositasanak tudhatd be. Ezek az 0j
adatok segithetik az inotrép terapidk finomhangolésat és hozzéajarulhatnak a szivelégtelenség

kezelésének tovabbfejlesztéséhez.
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EREDMENYEK, MEGFIGYELESEK

1. Megfigyeltiik, hogy a transzgenikus, OPA1 fehérjét talexpresszald egerek szisztolés
szivfunkcidja az életkoruk elérehaladtaval csokkent a vad tipust alomtarsakéhoz

képest.

2. lIgazoltuk, hogy az OPAIl tulexpresszid6 a mitokondriumok ultrastruktiurdjaban
valtozasokat idézett eld, a krisztak kozotti tér vakuolumszert kiszélesedésivel és
helyenként a krisztaszerkezet megszakadasaval. A nagy mennyiségli OPA1 fehérje

ellenére a mitokondriumok atlagos mérete csak kismértékben novekedett.

3. OPALI tulexpresszalo egerekbdl izolalt szivizomsejtek mitokondriumfunkcidja romlott
a vad tipust alomtarsakbol izolalt sejtekhez képest. Ezt a tartalék 1égzési kapacités és
maximalis 1égzés tekintetében Agilent Seahorse késziilékkel igazoltuk, a

mitokondrialis membranpotencial csokkenést JC-1 festéssel detektaltuk.

4. Megfigyeltiik, hogy az OPA1 tulexpresszié maga utdn vonta a OMA1/YMEILI arany
eltolodasat, az YMEIL1 szint szignifikans csOkkenésével, valamint detektaltuk a

mitofagiaban szerepet jatszo PINK1 és Parkin fehérjék expresszidjanak ndovekedését.

5. Igazoltuk, hogy a dobutamin HO9C2 sejtekben dozisfiiggden csokkentette a
mitokondrialis alaplégzést, mig a dopamin szignifikdnsan nem befolyasolta a

mitokondriumfunkciot.

6. Megfigyeltik, hogy a  levoszimenddn  sejttenyészetben  rontotta a
mitokondriumfunkciot, ami a maximalis 1égzés és a tartalék 1égzési kapacités
tekintetében volt szignifikdns, ez a valtozds a mitokondridlis membranpotencial
csokkenésben is megnyilvanult, mig az aktiv metabolit OR-1986 kis dézisban javitotta
a mitokondrium maximalis 1€gzési kapacitasat és lényegesen nem befolydsolta a

membranpotencialt.

7. Seahorse vizsgalat soran megallapitottuk, hogy az omecamtiv mecarbil nem

befolyasolja szignifikdnsan a mitokondriumfunkciot.

8. Megallapitottuk, hogy az alacsony koncentracioju isztaroxim H9C2 sejttenyészetben

javitotta a mitokondriumfunkcidt, magas doézisban rontotta azt.
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