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Rövidítések jegyzéke 

 

ABAH   – 4-aminobenzhidrazid (MPO inhibitor) 

ACE      – angiotenzin konvertáz enzim  

ACS      – akut koronária szindróma  

ACTH   – adrenokortikotróp hormon 

ADH     –  antidiuretikus hormon 

AT1       – egyes típusú angiotenzin receptor 

BK     – bal kamra 

COX     – ciklooxigenáz  

CRH     – kortikotropin elválasztást serkentő hormon 

CV    – kardiovaszkuláris 

DM        – diabetes mellitus 

DTDP    – dithiodipiridin 

DTT       – dithiotreitol 

EDTA    – etilén-diamin-tetraecetsav 

EGTA    – etilén-glikol-tetraecetsav 

Faktív         – kalcium-függő aktív erő  

Fpasszív       – kalcium független passzív erő 

H2O2             – hidrogén peroxid 

HFpEF  – szívelégtelenség megtartott ejekciós frakcióval  

HOCl    – hipoklórossav  

HPA      – hipotalamusz-hipofízis-mellékvesekéreg tengely 

HRT      – hormonpótló terápia 

I/R         – iszkémia-reperfúzió 

KI          – karbonilációs index  

LDL       – alacsony denzitású lipoprotein 

MetSO   – metionin-szulfoxid 

MHC     – miozin nehézlánc 

MI         – miokardiális infarktus 

MLC-1  – miozin könnyűlánc-1 

MMP      – mátrix metalloproteináz 

MPO       – mieloperoxidáz enzim 
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MPO-I    – MPO-inhibitor 

MyBP-C – miozinkötő C-fehérje 

N2B-Us  – N2B unique sequence 

nHill       – Hill-koefficiens 

NOS       – nitrogén-monoxid szintáz 

ONOO-   – peroxinitrit 

OVX      – ovariektomizált  

PBST     – tween tartalmú foszfát puffer 

pCa50       – Ca
2+ érzékenység 

PKA        – protein-kináz A 

RAAS     – renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer  

ROS        – reaktív oxigén származékok  

RNS        – reaktív nitrogén származékok 

SH          – szulfhidril  

SOD       – szuperoxid dizmutáz 

TCM      – Takotsubo kardiomiopátia 

Tm         – tropomiozin 

TnI         – troponin-I  

XO         – xantin-oxidáz  
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1 Bevezetés 

 

A miokardiális infarktus (MI), az iszkémiás szívbetegség és a szívelégtelenség a fejlett 

országokban a kardiovaszkuláris okból bekövetkező halálozás jelentős hányadáért tehetőek 

felelőssé. Ezen kórképek kialakulása során a szívizomzatban jellegzetes strukturális és 

funkcionális változások következnek be, melyek együttesen a szív funkciójának 

károsodásához vezetnek. A miokardiális diszfunkció háttérében álló folyamatok feltárása 

alapvető fontosságú, hiszen ezek alaposabb megismerése új támadásponttal rendelkező 

gyógyszerek kifejlesztéséhez, ennek következtében pedig a kardiovaszkuláris mortalitás 

csökkenéséhez vezethetnek. A kardiovaszkuláris rendszert érintő megbetegedések 

kialakulása során a szív szisztolés és diasztolés funkciózavarához a miofilamentáris 

fehérjerendszert érintő oxidatív károsodások, valamint a β-adrenerg jelátviteli útvonal által 

közvetített foszforilációs változások is nagymértékben hozzájárulnak.  

Epidemiológiai vizsgálatok alapján a kardiovaszkuláris megbetegedések 

előfordulása és azok rizikófaktorainak megoszlása tekintetében a női és férfi nem között 

markáns különbségek figyelhetők meg. Utóbbiak részben a női nemi hormonok protektív 

hatásaival hozhatók összefüggésbe. A hagyományos rizikófaktorok mellett a 

kardiovaszkuláris megbetegedések kialakulásában szerepet játszhat az emocionális, vagy 

fizikai stressz is, mely a β-adrenerg útvonalat aktiválva fejti ki hatását. Ezen tényezők 

részletesebb vizsgálata nagyban hozzájárulhat a női nemi hormonok kardiovaszkuláris 

betegségekben betöltött szerepének pontosabb megismeréséhez. 
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2 Irodalmi áttekintés 

2.1 Az oxidatív stressz szerepe és jelentősége a kardiovaszkuláris megbetegedésekben 

2.1.1 A reaktív oxigén származékok (ROS) keletkezése  

Oxidatív stresszről akkor beszélünk, amikor a sejtekben, szövetekben keletkező 

reaktív oxigén származékok (ROS) és nitrogén intermedierek (RNS) mennyisége 

meghaladja a szervezet antioxidáns rendszereinek kapacitását, így utóbbiak nem képesek 

semlegesíteni a ROS/RNS molekulák oxidatív potenciálját, ami a szervezet molekuláinak 

(fehérjék, lipidek, nukleinsavak) károsodásához vezet. A ROS/RNS keletkezésének 

lehetőségei és hatásaik részletes tárgyalása meghaladják ezen értekezés kereteit, így a 

következőkben a témaválasztásunk szempontjából fontos résztvevők kiemelésével 

alkotunk képet a folyamatról, az egyéb kapcsolódó elemek szerepét csak említés szinjén 

tárgyaljuk. 

A ROS keletkezésének legismertebb forrása a biológiai oxidáció, vagy sejtlégzés 

folyamata, melynek során a szervezet molekuláris oxigén felhasználásával állít elő 

energiát. A sejtek aerob metabolizmusának energiatermelő folyamatában a molekuláris 

oxigén négyelektronos redukciójával víz keletkezik (1. ábra A panel). Az oxigén 

tökéletlen redukciója azonban ROS keletkezéséhez vezet. A ROS tehát a molekuláris 

oxigén tökéletlen redukciója során a mitokondriumokban (elektrontranszportlánc 1-es 

komplex, NADH-dehidrogenáz, valamint 3-as komplex, ubiszemikinon és redukált 

citokróm-b)
(1)

, ezen kívül például gyulladásos folyamatokban a NAD(P)H-oxidáz (Nox) 

hatására a fagocitákban, a biotranszformáció folyamatában a májban (citokróm p450), 

valamint nem enzimatikus úton (ionizáló sugárzás, fotolízis, nitrogén-oxidok, ózon) is 

keletkezhet. Szívizomsejtekben főként a Nox2 és 4 és a xantin-oxidáz (XO) működése 

révén termelődnek ezen reaktív intermedierek, azonban a szervezet ROS/RNS generáló 

enzimei közé tartozik a nitrogén-monoxid szintáz (NOS), a citokróm p450, a ciklooxigenáz 

(COX) és a lipoxigenáz is
(2)

.  

ROS keletkezése során az oxigénből, egy elektron hozzáadásával szuperoxid (O2
•-
) 

jön létre, mely egy gyengébb szabadgyök, belőle szuperoxid dizmutáz (SOD) hatására 

hidrogén-peroxid (H2O2) képződik. A H2O2 egy stabil
(3)

 és membránpermeábilis 
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molekula
(4)

, melynek in vivo koncentrációja nagymértékben függ a képződési és lebomlási 

sebességétől
(5, 6)

. A H2O2 semlegesítését két enzimrendszer végzi a szervezetben: magas 

H2O2 koncentrációnál a kataláz enzim, míg alacsony H2O2 koncentrációknál a glutation-

peroxidáz enzim redukált glutation felhasználásával redukálja a H2O2-t vízzé. Amennyiben 

nem semlegesítődik, úgy a H2O2 fémionokkal (vas, réz) reakcióba lépve egy elektron 

hozzáadásával hidroxil-gyököt (•
OH) képez a Fenton reakcióban, vagy a mieloperoxidáz 

(MPO) enzim ko-szubsztrátjaként hipoklórossavat (HOCl) hoz létre (1. ábra B panel). 

Előbbi nagy reaktivitással és extrém rövid életidővel (10
-9

s) rendelkezik
(7)

, utóbbi az MPO 

effektoraként később kerül részletes bemutatásra. Az RNS képződés folyamatában a 

molekuláris oxigénből NOS hatására nitrogén-monoxid szabadgyök (
•
NO) jön létre. A 

•
NO-ból O2 felhasználásával nitrogén-dioxid (NO2), vagy szuperoxiddal egyesülve 

peroxinitrit (ONOO
-
) keletkezik (1. ábra B panel). 

A ROS/RNS tagjai között megkülönböztetünk szabadgyököket (O2
•-
, •

OH, •NO) és 

nem szabadgyök típusú származékokat (H2O2, szinglet oxigén (
1
O2)). Szabadgyököknek 

nevezzük azokat az atomokat vagy molekulákat, amelyek külső elektronhéjukon 

párosítatlan elektronnal rendelkeznek, ennek köszönhetően rendkívül reakcióképesek. 

Rövid életidejű molekulák, azonban nem gyök típusú molekulákkal reagálva újabb 

szabadgyököket képeznek, oxidatív láncreakciót indítva el, így nagyobb távolságokban is 

érvényesül hatásuk.  

 

1. ábra Szabadgyökök képződése. 

A molekuláris oxigén redukciója vízzé 

(A). Reaktív oxigén és nitrogén 

intermedierek keletkezése (B). 

(Magyarázat a szövegben. O2
•-
: 

szuperoxid, 
•
OH: hidroxil gyök, NOS: 

nitrogén-monoxid szintáz, COX: 

ciklooxigenáz, 
•
NO: nitrogén-

monoxid, SOD: szuperoxid-dizmutáz, 

NO2: nitrogén-dioxid, ONOO
-
: 

peroxinitrit, MPO: mieloperoxidáz, 

HOCl:hipoklórossav.) (Kalyanaraman 

B, Redox Biology 1, 2013 alapján) 
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2.1.2 Oxidatív stressz kardiovaszkuláris megbetegedésekben 

Az oxidatív stressz központi szerepet játszik a gyulladással járó kardiovaszkuláris 

kórállapotokban: hipertóniában, atheroszklerózisban, iszkémia-reperfúziós (I/R) 

károsodásban, MI-ban, bal kamrai (BK) remodelling során és szívelégtelenségben
(8)

. 

Fiziológiás körülmények között a ROS részt vesznek az érátmérő szabályozásában, 

azonban a túlzott ROS produkció endothél diszfunkció, lipid peroxidáció és simaizom 

proliferáció révén a magas vérnyomásra jellemző érdiszfunkció kialakulásához vezet
(9, 10)

. 

Az ateroszklerózis progressziójában az endotélsejtek, makrofágok és az érfal 

simaizomsejtjei által termelt ROS az alacsony denzitású lipoproteint (LDL) oxidálva 

gyulladásos folyamatokat indítanak be
(11)

, endotél diszfunkciót okoznak
(12)

 és 

destabilizálják az ateroszklerotikus plakkokat. A plakk ruptúra következtében létrejövő 

csökkent vérellátás az érintett szívizomszövet oxigénhiányos állapotát okozza, mely MI-

hoz és I/R károsodáshoz vezet. Oxigén paradox néven ismert az a jelenség, mely szerint az 

oxigénhiányos állapotot követő reperfúzió alatt éri nagyfokú oxidatív károsodás a 

szívizomszövetet
(7)

. Ennek hátterében egyrészt az iszkémia alatt a szívizomsejtekben 

felszaporodott nagy mennyiségű XO, valamint Nox2 és Nox4 upreguláció
(13)

 állnak, 

melyek a reperfúzió során oxigén felhasználásával szabadgyököket képeznek
(7)

. A 

neutrofilek beáramlása az oxigénhiányos területre iszkémia alatt ugyan lassú
(14, 15)

, azonban 

a reperfúzió során a miokardium által generált proinflammatórikus szignálok hatására 

beáramló neutrofil granulocitákból kiszabaduló ROS gyors akkumulációja figyelhető meg, 

melyek direkten károsítják a szívizomsejteket
(15, 16)

. Kísérletes körülmények között 

leukocytamentes vérrel történő reoxigenizáció csökkentette az infarktus méretét
(17)

, 

klinikai vizsgálatok során ugyanakkor az anti-neutrofil terápia alkalmazása nem hozta meg 

a várt eredményt
(15)

.   

A MI-ban megfigyelhető szívizomsejt elhalást követően a hegszövet kialakulása 

során újbóli, leukocyta beáramlással járó gyulladásos reakció zajlik le az érintett 

szívizomzatban. A túlzott mértékű gyulladásos folyamatok azonban kóros átepüléshez, ún. 

adverz remodellinghez és szívelégtelenséghez vezethetnek
(18)

. BK-i remodelling során a 

ROS növekedési jelátviteli útvonalakat aktiválnak, így hipertrófiához vezetnek
(19)

, 

aktiválják a mátrix metalloproteinázokat (MMP), így kollagén degradációt kiváltva 

hozzájárulnak a BK dilatációhoz
(9)

. MI-t követően a Nox2 és a Nox4 emelkedett 

expresszióját igazolták szívizomsejtekben
(13, 20)

 és kimutatták, hogy MI után p47phox 
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(Nox2 regulatórikus faktor) és Nox4 knockout egerekben kisebb mértékű szívizomsejt 

hipertrófia, BK dilatáció és BK diszfunkció alakul ki
(21, 22)

. Szívelégtelenségben a ROS a 

Ca
2+

-ATP-ázok működésének befolyásolása révén a szívizomsejtek Ca
2+

 túltöltődéséhez, 

ezáltal kontraktilis diszfunkcióhoz
(23)

, valamint endotél diszfunkció, intersticiális fibrózis 

és apoptózis kialakuláshoz vezetnek
(2)

.  

 

2.1.3 Oxidatív fehérjekárosodások a szívizom kontraktilis rendszerében 

A ROS nemcsak indirekt módon (Ca
2+

 homeosztázis zavara, kinázok aktiválása), 

hanem a miofilamentális fehérjék funkciójának direkt károsítása révén is képesek 

csökkenteni a kontraktilis rendszer erőgeneráló képességét, ezáltal kontraktilis diszfunkciót 

előidézni
(24-26)

. A H2O2 szívizomra kifejtett hatásai például két csoportba sorolhatók: 1. 

direkt fehérje oxidáció, melynek során a szulfhidril (SH)-csoport oxidáció és/vagy 

karboniláció megy végbe (aktin, miozin könnyűlánc-1 (MLC-1)
(27)

; 2. indirekt hatások,  

amikor a H2O2 másodlagos messengerként protein kinázokat aktivál (redox signaling, 

protein-kináz C delta (PKCδ), troponin I (TnI) foszforiláció
(28, 29)

. A H2O2 

koncentrációfüggő módon BK diszfunkciót okoz patkány szívben
(29)

 és diszulfid-

hídképződést indukál aktin és tropomiozin (Tm) esetében
(30)

.  

A kontraktilis rendszer oxidatív károsodása a szarkomerek szintjén egyes 

aminosavak módosításával valósul meg. 

A metionin (Met) oxidációja során metionin-szulfoxid (MetSO) keletkezik, amely 

enzimatikusan, a MetSO-reduktáz segítségével képes visszaalakulni a kiindulási 

aminosavvá
(31)

. Ezek alapján a fehérjék felszíni Met oldalláncait, a szervezet endogén 

antioxidánsaiként, hatékony szabadgyök scavengerként tartják számon
(32)

. A MetSO 

azonban nagyobb mértékű oxidatív károsodás hatására irreverzibilisen metionin-szulfonná 

alakulhat
(33, 34)

.     

A cisztein (Cis) aminosav terminális SH csoportjának köszönhetően szintén 

rendkívül érzékeny az oxidatív károsodásra. A Cis szabad SH csoportjainak oxidációjakor 

intra- vagy intermolekuláris diszulfid hidak (RS-SR’) keletkezhetnek az instabil szulfénsav 

(R-S-OH) intermedieren keresztül, vagy anélkül. A szulfénsav további ROS hatására 

szulfinsavvá (R-SO2H), majd szulfonsavvá (R-SO3H) alakul. Oxidált glutationnal történő 

reakcióban glutationilált tiol (RS-SG), hidrogén-szulfid hatására szulfhidrált tiol (R-SSH), 

NO hatására S-nitrozilált tiol (R-S-NO) képződik, míg nitroxil (HNO) hatására 
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szulfinamid, vagy diszulfid jön létre
(24)

. Az S-glutationilálás és diszulfid-képződés 

reverzibilis, míg a szulfon sav keletkezése irreverzibilis reakció
(35)

. Újabb eredmények 

szerint az eddig irreverzibilisnek gondolt szulfinsav keletkezéssel járó oxidáció 

sulfiredoxinnal revertálható
(36)

. A közelmúlt kutatásai megerősítették, hogy nem minden, 

Cis-t érintő oxidatív poszttranszlációs módosítás vezet a kontraktilis funkció 

csökkenéséhez: enyhe oxidatív stresszt követően a fehérjék S-nitrozilálása (SNO) 

kardioprotektív, HNO hatására pedig a kalcium-érzékenység és kontraktilis erő növekedése 

figyelhető meg. Ugyanakkor a fehérjéken megfigyelték a redox-állapot érzékelésére 

alkalmas ciszteinek jelenlétét, amelyek a sejt oxidatív stimulusra adott válaszát 

szabályozzák (redox-switches)
(35)

 (2. ábra).  

 

2. ábra A cisztein oxidatív poszttranszlációs módosításai. A cisztein szabad SH csoportjának 

reverzibilis átalakulása diszulfiddá (-SS-), vagy szulfénsavvá (-SOH). Protektív mechanizmusok: 

szulfhidráció (-SSH), S-nitroziláció (-SNO) és S-glutationiláció (-SSG). A szulfénsav intermedier 

reakciói: diszulfid, szulfenilnamid (-S-N-), valamint szulfinsav (-SO2H) és szulfonsav (SO3H) 

képződés. (Chung, Circ. Res. 2013. alapján) 

 

Nagyobb mértékű oxidatív stressz hatására a szívizomfehérjék karbonilációja 

következik be. Direkt oxidációval a fehérjék lizin, arginin, prolin és threonin aminosav 

oldalláncain alakulhatnak ki karbonil csoportok. A fém katalizált reakció (Fenton reakció – 

vas jelenlétében, in vivo) során aldehidek és ketonok keletkeznek, például glutamát-

szemialdehid argininből
(37)

. Emellett lipideken, szénhidrátokon és előrehaladott glikációs 

végtermékeken (advanced glycation end-products, AGEs) keletkezett karbonilgyökökkel 

reakcióba lépve cisztein, lizin és hisztidin aminosavakon is kialakulhatnak 

karbonilszármazékok másodlagos reakció során
(38)

 (3. ábra).  
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3. ábra Fehérje aminosav oldalláncok karbonilációjának mechanizmusa. (Magyarázat a 

szövegben) Nyström T, The EMBO Journal, 2005 alapján  

 

  A tirozin aminosavak oxidatív hatásra nitrálódhatnak és klorinálódhatnak. A 3-

klorotirozin az MPO-működés specifikus markere
(39)

, míg nitrotirozin keletkezhet MPO 
(40, 

41)
 és ONOO

-
 

(26)
 reakciói során is. MPO hatására a tirozin aminosav tirozil gyökké is 

oxidálódhat, majd két tirozil gyök ditirozinná összekapcsolódva fehérje kereszthidakat 

képez
(42)

. 

2.2 A mieloperoxidáz enzim (MPO) 

2.2.1 Az MPO jellemzői, klorinációs és peroxidáz aktivitása 

Az MPO (EC 1.11.2.2) - az eozinofil (EPO), tiroid (TPO) és laktoperoxidáz (LPO) 

mellett - a hemperoxidáz enzimcsalád tagja
(43)

. Az enzimcsalád tagjai működésük során a 

koszubsztrátként funkcionáló H2O2 felhasználásával tesznek szert erős oxidáló erőre, 

mellyel effektorként vesznek részt a kórokozók elleni küzdelemben (MPO - baktériumok 

elpusztítása; EPO - paraziták elleni küzdelem, és a célpont molekulák poszttranszlációs 

módosítása; TPO - a szervezetbe kerülő jodid-ion oxidálása atomi jóddá). Az MPO -az 

enzimcsalád tagjai közül egyedül- képes arra, hogy a H2O2 oxidatív potenciálját emelve a 

kloridion (Cl
-
) oxidációjával hipoklórossavat (HOCl) hozzon létre

(44)
.  

Az MPO a leukociták azurofil granulumaiban található, leukocita aktivációt 

követően szekretálódik és vesz részt a természetes immunválaszban. Főként neutrophil 

granulociták tartalmazzák, azonban fellelhető monocitákban, valamint a szöveti 

makrofágok egyes típusaiban is
(44)

. Természetes immunválaszban betöltött baktériumölő 
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szerepe mellett a fagoszómákon kívül kerülve gyulladásos folyamatokban az általa 

létrehozott ROS a szervezet szöveteit, fehérje, lipid és DNS szerkezetét is károsíthatják
(45)

.  

Az MPO enzim egy 144 kDa molekulatömegű tetramer, amely két megegyező - 

egy-egy könnyű és egy-egy nehéz polipeptid-láncot tartalmazó - alegységből épül fel, 

melyeket diszulfid-híd köt össze. Mindkét alegység egy-egy hem prosztetikus csoportot 

tartalmaz, melyek az enzimcsalád többi tagjától eltérően kettő helyett három kovalens 

kötéssel rögzülnek. Utóbbiak a protoporfirin váz helyzetét megváltoztatva az enzim 

nagyobb reaktivitását és klorinálási képességét biztosítják
(46)

.  

Az MPO működése során ROS-t képez, halogenizációs (klorinációs), illetve 

peroxidáz ciklusán keresztül. Mindkét ciklus első lépése a H2O2 redukálása vízzé, 

miközben az enzimben található hem-vas a nyugalmi Fe
3+

 (ferri) állapotból Fe
4+ 

(ferril) 

állapotba kerül (Compound I, ·Fe
4+

=O). Ebből az aktivált állapotból az enzim két-

elektronos redukcióval (halogenizációs ciklus), vagy két egymást követő egy elektronos 

redukcióval (peroxidáz ciklus) tud natív állapotába visszatérni. Utóbbi esetben a 

Compound II (Fe
4+

-OH) állapot is közbeiktatásra kerül
(46)

 (4. ábra). Mivel a 

halogenizációs ciklus két-elektronos oxidációja során - a kevéssé reaktív, thiol oxidációban 

részt vevő - hipotiocianát (HOSCN)
(47)

 és kis mennyiségű hipobrómossav (HOBr) mellett 

in vivo leginkább, kísérleti körülményeink között pedig kizárólag a nagy reaktivitású HOCl 

keletkezik, ezért a továbbiakban az MPO ezen aktivitására, mint klorinációs aktivitásra 

hivatkozunk. A peroxidáz aktivitás működése során reaktív nitrogén intermedierek 

(nitrozónium ion (NO
+
), nitrit, NO2), tirozil-gyök és ditirozin keletkeznek.  

 

4. ábra A mieloperoxidáz enzim (MPO) klorinációs (fent) és peroxidáz (lent) 

aktivitása (magyarázat a szövegben) 

Az MPO működése az MPO-inhibitor (MPO-I) 4-aminobenzhidrazid (ABAH) 

segítségével gátolható. Az ABAH az MPO Compund I és II által oxidálódik, és a képződő 
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gyökök az enzimet a klorinációs és peroxidáz cikluson kívül álló, lassú turnoverrel 

rendelkező Compund III-ba taszítják, így mindkét említett aktivitás gátlódik
(45)

.  

2.2.2 Az MPO jelentősége kardiovaszkuláris megbetegedésekben 

Ismert, hogy a teljes, vagy részleges MPO deficienciával élő személyek (2000-4000 

kaukázusi emberből 1) között kisebb a CV megbetegedések előfordulásának 

valószínűsége
(44)

. Az MPO génjében több nukleotid polimorfizmust is kimutattak, melyek 

hatással lehetnek az MPO koncentrációjára és aktivitására (-463G/A: GG - magasabb MPO 

mRNS és fehérjeszint, -129G/A: A allél - csökkent MPO szérumszint). Emellett a MPO 

enzim szintje a kor előrehaladtával nő, valamint nőkben magasabb, mint férfiakban
(48)

.  

A közelmúlt kutatásai alapján az MPO ígéretes biomarker a CV 

megbetegedésekben. Összefüggést mutattak ki az MPO plazmaszintje és a MI mortalitása 

között
(49)

, a MPO-t ezen kívül gyulladásos biomarkerként azonosították iszkémiás 

szívbetegségben és akut koronária szindrómában (ACS) is
(50)

. Az MPO a nitrogén-

monoxid felhasználásával csökkenti a vazodilatációt
(51)

, jelenléte pedig kimutatható az 

ateroszklerotikus plakkban is, ahol képes oxidálni az LDL-t
(52)

. Az MPO 

plazmakoncentrációja nem különbözik iszkémiás és non-iszkémiás kardiomiopátiában, ami 

az enzim független szerepére utal a BK diszfunkció kialakulásában
(53)

. Mindezek alapján a 

MPO gátlása ígéretes terápiás célpont lehet az infarktusért felelős ér megnyitása során 

bekövetkező reperfúziós károsodás kivédésében és/vagy csökkentésében.  

 

2.2.3 A mieloperoxidáz fő effektora, a hipoklórossav (HOCl) 

MPO hatására H2O2 és kloridion reakciója során nagy reaktivitású HOCl keletkezik 

A MPO klorinációs aktivitása során képződő HOCl erős oxidálószerként ismert, emellett 

gyenge sav, fiziológiás pH-n a konjugált bázisával, a hipoklorit-anionnal (OCl
-
) egyenlő 

arányban van jelen
(48)

. Rövid életideje ellenére a HOCl-t nagy reaktivitása és széles 

célspektruma a leukociták legerősebb oxidánsává teszi, membránpermeábilis molekulaként 

az intracelluláris célpontokat is eléri. Az MPO által generált HOCl koncentrációja 

mikromólos nagyságrendű
(54)

, azonban gyulladásos szövetben millimólos értéket is 

elérhet
(55)

. Antimikrobiális hatása mellett a szervezet fehérje-, lipid- és DNS-szerkezetét is 

képes károsítani. A HOCl nukleotidokkal történő reakciója kloraminok (RNHCl, RR’NCl) 

képződéséhez
(56)

, ezáltal a kettősszálú DNS disszociációjához vezethet
(57)

. Telítetlen 
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zsírsavakkal és koleszterinnel klorhidrineket képezve képes a membránstruktúrák 

stabilitását csökkenteni
(31)

.   

A HOCl a fehérjék aminosav-oldalláncaival nagyfokú reaktivitást mutat, a 

következő sorrendben: Met > Cis >> His ~ α-aminosavak > Trp > Lys >> Tyr ~ Arg > Gln 

~ Asn
(58)

. Emellett kimutatták, hogy a nem csak a HOCl közvetlenül, hanem a hatására 

képződő kloraminok (Lys, His) is képesek oxidálni az aminosavakat
(57)

. A HOCl által 

kiváltott fehérje poszttranszlációs módosítások magukba foglalják a Cis aminosavakból 

szulfenil-klorid intermedieren keresztül létrehozott diszulfidok képződését
(31)

, valamint a 

kloraminok aldehiddé alakulásakor létrejövő karbonil-csoportok keletkezését is
(59)

. Tyr 

aminosavat klorinálva 3-klorotirozint hoz létre, amely a HOCl-okozta oxidatív 

fehérjekárosodás specifikus markere
(60)

. Metioninnal szembeni nagy reaktivitása miatt az 

aminosav, mint HOCl-scavenger és endogén antioxidáns ismert
(32)

.  

2.3 A titin óriásfehérje szerepe a szarkomerben 

A titin a szarkomer legnagyobb fehérjéje, molekuláris rugóként működve felelős a 

szívizomsejt kalcium független passzív erejének (Fpasszív) kialakításáért. A titin a fél 

szarkomeren végighúzódik, a Z lemeztől az M sávig terjed, biztosítja a szarkomer magas 

fokú rendezettségét
(61)

. Az óriásfehérje több miofilamentális és regulatórikus fehérjével áll 

kapcsolatban, részt vesz jelátviteli folyamatokban, mechanoszenzorként érzékelni képes a 

diasztolés megnyúlás és a szisztolés kontrakció alatt bekövetkező erőváltozásokat
(62)

. 

Szerepe van a korai diasztolés visszarendeződésben, valamint a Frank-Starling 

mechanizmusra jellemző hosszfüggő aktivációban
(63)

.   

Emlős szívizomban a titin két izoformája található meg: a hosszabb és rugalmasabb 

N2BA (~3,2-3,7 MDa) és a rövidebb és merevebb N2B (~3 MDa)
(64)

, melyek aránya 

egészséges humán szívizomzatban 35:65-re tehető. Rágcsálószívben ugyanakkor szinte 

kizárólag a rövidebb és merevebb N2B izoforma fordul elő. A titin fehérje 

nyújthatóságáért a szarkomer I sávjában található, ~1 MDa-os szakasz a felelős, amely a 

proximális és disztális immunglobulinszerű (Ig) doméneket, a PEVK (prolinban, 

glutaminsavban, valinban és lizinben gazdag) régiót, valamint az N2B elemet tartalmazza. 

Az N2BA izoforma N2A elemet is tartalmaz, ezen kívül egy további, ún. középső Ig 

doménnel és változó hosszúságú PEVK régióval rendelkezik, melyek biztosítják ezen 

izoforma magasabb fokú rugalmasságát
(63)

 (5.ábra).   
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Az N2BA és N2B titin izoformák arányának megváltozása (titin izoforma váltás) 

hatással van a szívizomsejtek passzív feszülésére. Dilatatív kardiomiopátiában az 

N2BA/N2B arány növekedését és csökkent Fpasszív-t figyeltek meg
(65)

. Ugyanakkor magas 

frekvenciájú kamrai ingerléssel indukált szívelégtelenség kutyamodellben az N2B 

izoforma emelkedett expressziója megnövekedett titin függő szívizomfeszüléssel társult
(66)

. 

A titin merevségét poszttranszlációs módosítások is befolyásolják, ugyanis a fehérje a 

szívizomsejt passzív feszülését befolyásoló foszforilációs helyekkel rendelkezik (protein-

kináz A, G, Cα (PKA, PKG, PKCα)
(67)

, Ca
2+

/kalmodulin függő protein kináz II 

(CaMKII)
(68)

). A HFpEF-ben szenvedő betegek szívéből származó membránfosztott 

szívizomsejteket emelkedett Fpasszív jellemzi, hátterében eddig a titin fehérje N2B 

régiójában található N2B unique sequence (N2Bus) csökkent PKA, valamint PKG általi 

foszforilációját igazolták
(64, 69, 70)

. A kísérletek során PKA és PKG kezelés csökkentette az 

Fpasszív-t. Ezzel szemben a PKCα a PEVK régiót foszforilálva emeli a titin merevségét, 

ezáltal a szívizomsejt Fpasszív-t
(71)

. A titint érő oxidatív károsodások is fontos szerepet 

játszhatnak az Fpasszív szabályozásában: a N2Bus régióban oxidáció hatására létrejövő 

diszulfid hidak növelik a szívizomsejtek passzív feszülését
(72)

.  

 

5. ábra A titin fehérje szerkezete. (Magyarázat a szövegben. Ig – immunglobulin-szeű 

domén, PEVK - prolinban, glutaminsavban, valinban és lizinben gazdag régió, N2Bus – 

N2B unique sequence régió) LeWinter, Circulation, 2010 alapján 
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2.4 A női nem és a stressz szerepe kardiovaszkuláris megbetegedésekben 

2.4.1 A női nemi hormonok védő szerepe 

A nem fontos szereppel bír a CV megbetegedések kialakulásában, az alkalmazott 

terápia hatékonyságában, valamint a mortalitásban egyaránt
(73)

. Számos tanulmányban 

igazolták, hogy a menopauza előtt álló nők esetében kisebb a CV megbetegedések 

kialakulásának valószínűsége a menopauzán átesett nőkhöz, valamint a férfiakhoz 

viszonyítva. Nőkben az iszkémiás szívbetegség kialakulása 10-15 évvel későbbre tehető a 

kedvezőbb lipid profilnak köszönhetően
(74)

. Menopauza előtti nőknél kisebb a BK 

hipertrófia és remodelling incidenciája, valamint az I/R károsodás mértéke
(75)

. A HFpEF 

előfordulása gyakoribb idős nők esetében, melyhez hozzájárul az obezitás és a diabetes 

mellitus (DM) magasabb prevalenciája, valamint a női szívizomzat emelkedett intrinsic 

feszülése is
(76)

. Ezen megfigyelések a női nemi hormonok (ösztrogén és progeszteron) 

kardioprotektív hatását valószínűsítik, azonban a hormonpótló terápia (HRT) - habár 

kísérletes körülmények között pozitív eredményeket mutatott - klinikai alkalmazás során 

mégsem javította a kimenetelt, sőt növelte a CV rizikót
(74)

.   

2.4.1.1 Az ösztrogén szerepe a kardiovaszkuláris rendszerben 

Az ösztrogén egy szteroidhormon, mely hatását magreceptorain (ERα és ERβ), 

valamint membránreceptorán (GPR30) keresztül fejti ki, ezáltal egyes gének 

transzkripciójának szabályozása mellett gyors, nongenomikus sejtválaszokat is 

indukálhat
(77)

. Az ösztrogénreceptorok nőkben és férfiakban egyaránt kimutathatóak 

szívizomsejtekben, fibroblasztokban, endotél- és érfal simaizom sejtekben
(76)

. Sőt, az 

ösztrogén androgénből aromatáz enzim segítségével végbemenő lokális konverzióját is 

megfigyelték zsírszövetben
(73)

. Az ösztrogénreceptorok upregulációját mutatták ki 

hipertrófiában és szívelégtelenségben, míg ERβ knock-out egéren megnövekedett BK 

hipertrófiát és fibrózist 
(76)

, valamint nagyobb I/R károsodást és nekrózist észleltek
(75)

. 

Az ösztrogén stimulálja az angiotenzinogén szintézisét, azonban a renin 

elválasztást, az ACE aktivitást, az AT1-es angiotenzin receptorok denzitását és az 

aldoszteron termelődést csökkenti, így a renin-angiotenzin rendszerre (RAAS) gátló hatást 

kifejtve csökkenti a vérnyomást
(78)

.  Emellett a NOS expresszióját és aktivitását génszinten 

és citoplazmatikus kontrollal befolyásolva elősegíti az NO mediált vazodilatációt 
(79)

, 

valamint I/R károsodás során az L-típusú Ca
2+

 csatornákat S-nitrozilálva csökkenti a sejtek 
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Ca
2+

 túltöltődését
(73)

. Anti-inflammatórikus és antioxidáns hatása a ROS termelődés és az 

apoptózis csökkentésében és a hősokk válasz kialakulásának elősegítésében nyilvánul 

meg
(80, 81)

.   

2.4.1.2 A progeszteron hatásai a kardiovaszkuláris rendszerben 

A progeszteron a petefészek által termelt mennyiséggel azonos, vagy azt 

meghaladó szinten termelődik a mellékvesében is
(82)

. Stressz állapotokban - lévén a 

kortizol prekurzora
(83)

 - a mellékvese progeszteron termelése és szekréciója nemtől és 

ösztrogéntől függetlenül emelkedik
(84)

 adrenokortikotróp hormon (ACTH) stimuláció 

hatására
(85)

. A progeszteron genomikus és non-genomikus válaszokat aktivál 

magreceptorokon (PR-A és PR-B) és membránkötött receptorokon keresztül (mPRα-ε). 

Előbbi esetben receptorai nukleáris transzkripciós faktorként működve progeszteron 

reszponzív elemekhez kötődve szabályozzák a target gének transzkripcióját, ami egy 

lassabb progeszteron választ eredményez. Bebizonyosodott azonban, hogy a progeszteron 

membránkötött receptorokon keresztül számos szignáltranszdukciós útvonalat aktiválva 

(PKA, PKG, PKC, ERK) is képes hatásait közvetíteni. Ez utóbbira mint non-genomikus 

válaszra hivatkozunk, azonban meg kell jegyezni, hogy ezen citoplazmatikus útvonalak 

gyors aktiválódása mind traszkripció függő, mind pedig transzkripció független hatásokat 

is eredményezhet
(86, 87)

. 

A progeszteron a gyulladásos reakció gátlása révén csökkenti az I/R-s károsodás 

mértékét
(88)

, emellett a repolarizáció felgyorsításával antiarritmiás hatást is kifejt
(89)

. Képes 

gátolni az szívizomsejtek apoptózisát
(90)

, érfal simaizom sejteken antiproliferatív hatást 

közvetít
(91)

. Normotenzív és hipertenzív betegekben NOS aktivációt követően az NO szint 

emelésével vazodilatációt okoz, így csökkenti a vérnyomást
(87)

. 

2.4.2 A stressz szerepe a kardiovaszkuláris kórképekben 

Az ismert CV rizikófaktorok - mint a dohányzás és az egészségtelen táplálkozás - 

mellett a pszichoszociális stressz is káros hatást gyakorol a CV rendszerre. Ennek egyik 

megnyilvánulása a Takotsubo kardiomiopátia (TCM, stressz kardiomiopátia, „broken 

heart” szindróma), mely elsősorban menopauzán átesett nőknél alakul ki, nagyfokú 

emocionális vagy fizikai stresszhelyzetet követően
(92)

. TCM-ban a katekolamin szint 

ugrásszerű emelkedése után a BK apikális hipokinézise és ballonszerű tágulata jön létre
(93)

, 

melynek hátterében a β2-adrenerg receptorok Gs-ről Gi fehérjére történő 
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átkapcsolódását
(94)

 és az ennek hatására bekövetkező szívizomsejt kontraktilitás csökkenést 

valószínűsítik. A betegség prognózisa jó, a falmozgászavar az esetek többségében néhány 

nap vagy hét alatt eltűnik
(95)

, azonban 4-5%-os akut mortalitás jellemzi a kórképet
(96)

. 

A szervezet stresszválasza a hipotalamusz-adenohipofízis-glükokortikoid (HPA) -

tengelyen keresztül valósul meg. Időben először a mellékvesevelő katekolaminszekréciója 

és a szimpatikus idegrendszer aktivációja következik be, majd a szervezetet érő stressz 

hatására hipotalamusz két neurohormonja a kortikotropin felszabadító hormon (CRH) és az 

antidiuretikus hormon (ADH) növeli az adenohipofízis ACTH elválasztását, amit perceken 

belül glükokortikoid szekréció követ, melynek hatásai órák múlva jelentkeznek. 

Glükokortikoidok hatására a CV rendszer válaszkészsége a szimpatikus aktiválással 

szemben fokozódik
(97)

. A szimpatikus idegrendszer aktiválódása a β-adrenerg jelátvitelen 

keresztül központi szerepet játszik a szívizomsejtek kontraktilis funciójának és Ca
2+

 

érzékenységének szabályozásában. A kontraktilis fehérjék (miozinkötő C-fehérje (MyBP-

C), troponin-I (TnI), titin) PKA-mediált foszforilációja befolyásolja a szívizomsejtek 

kontraktilis működését
(98-100)

.  
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3 Célkitűzések 

 

1. A miokardiális infarktus és az iszkémia/reperfúziós károsodás kialakulásában szerepet 

játszó mieloperoxidáz enzim (MPO) hatásmechanizmusának vizsgálata  

 

In vitro modellrendszerben, humán bal kamrai szívizomminták felhasználásával célul 

tűztük ki, hogy megvizsgáljuk 

 

- a MPO és szubsztrátjának, a hidrogén peroxidnak hatásait membránfosztott 

szívizomsejtek kontraktilis funkciójára 

- a MPO peroxidáz és klorinációs aktivitásának következtében létrejövő oxidatív 

miofilamentáris fehérjemódosulásokat (szulhidril (SH)-csoport oxidáció és 

karboniláció)  

- a MPO-indukált funkcionális hatások és biokémiai változások revertálhatóságát, 

illetve kivédhetőségét (MPO-I, Met, DTT). 

 

2. Stressz és az ovariektómia hatásainak vizsgálata a szívizomsejtek kontraktilis 

funkciójára  

 

Nőstény, valamint ovariektomizált nőstény patkánymodellben annak vizsgálata, hogy  

 

- a női nemi hormonok hiánya és az akut stressz hatással van-e a bal kamrai izolált 

szívizomsejtek erőgenerálására 

- milyen poszttranszlációs miofilamentáris fehérjemódosulások magyarázhatják a 

szívizomsejtek kontraktilis funkciójában bekövetkező változásokat   
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4 Anyagok és módszerek 

4.1  Szívizom minták 

4.1.1 Humán bal kamrai szívizom minták 

A bal kamrai szívizom minták négy, technikai okok miatt fel nem használt humán 

donor szívből származtak (egy 41 és egy 46 éves nő, valamint egy 53 és egy 56 éves férfi). 

A donorok kórtörténetében CV megbetegedés nem szerepelt, a halál oka baleset, 

szubarachnoidális vérzés, agyi kontúzió és vérzéses stroke volt. A betegek az agyhalál 

megállapítása előtt rövid ideig intravénás dobutamin, furosemid és plazmatérfogat növelő 

kezelésen kívül más gyógyszeres terápiában nem részesültek. A szívek eltávolítást 

követően kardioplégiás oldatba (110 mM NaCl, 16 mM KCl, 1,6 mM MgCl2, 1,2 mM 

CaCl2, 5 mM NaHCO3, pH 7,4) kerültek, majd folyékony nitrogénben történő 

gyorsfagyasztás után felhasználásig -80°C-on tároltuk őket. A humán szívizom mintákon 

végzett kísérleteink a Helsinki Deklarációban megfogalmazott irányelveknek megfelelően, 

a Magyar Egészségügyi Minisztérium (engedély szám: No. 323-8/2005-1018EKU) és a 

Debreceni Egyetem Etikai Bizottságának jóváhagyásával történtek.  

4.1.2 Akut stressz és ovariektómia patkánymodellben 

Az állatmodellt az eszéki J. J. Strossmayer Egyetem Orvostudományi Karának 

Orvosi Biológia Intézetében hozták létre 2013 júniusa és szeptembere között, 32 nőstény 

Sprague-Dawley patkány bevonásával. Az állatok fele (n=16) ovariektomián (OVX) esett 

át 12 hetes korban. Az operáció a HUS-QREC-PRD-932 (Issue: 01, Revision 03) protokoll 

szerint történt, melynek során az elaltatott állatokból eltávolításra kerültek az ováriumok és 

a petevezetékek egy része. Kontrollként a fennmaradó 16, életkorban megegyező, nem 

operált nőstény patkány szolgált (kontroll). Az állatokat normál ketrecekben, 

szobahőmérsékleten, természetes nap-éj ciklusok mellett tartották, számukra a standard 

laboratóriumi táplálék, valamint víz szabadon elérhető volt. 28 hetes korban 8 kontroll és 8 

OVX állatot akut stressz kezelésnek vetettek alá (kontroll-S és OVX-S csoport). A stressz 

protokoll során az állatokat egy 4°C-os szobában egy olyan átmérőjű fémhengerbe zárták, 

mely korlátozta őket szabad mozgásukban (cold restrained stress). Az egy óra leteltével az 

állatokat azonnal kombinált isofluran (Forane
®

, Abbott Laboratories Ltd, Queenborough, 
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Egyesült Királyság) inhaláció és intramuszkuláris ketamin (Ketanest
®
S, Pfizer 

Corporation, Bécs, Ausztria, 30 mg/ttkg) injekció felhasználásával elaltatták. Vérvételt 

követően számos szervet, köztük a szívet is kimetszették, a bal kamrát leválasztották, 

folyékony nitrogénbe helyezték, majd -80 °C-on tárolták. A kísérleti protokollt az Eszéki 

Orvostudományi Egyetem Etikai Bizottsága engedélyezte. A minták szállítása az Eszéki 

Orvostudományi Egyetem és a Debreceni Egyetem között meglévő mintaszállítási 

egyezmény alapján történt (DETTI/22-3/2013).   

4.2 Izometriás erő mérése membránfosztott, bal kamrai szívizomsejt preparátumokon 

Az izometriás erőmérő rendszer segítségével mind a humán, mind pedig a patkány 

bal kamrai szívizomsejtek erőgenerálási paramétereit vizsgáltuk, a szívizomsejtek 

izolálását mindkét esetben azonos módon végeztük. Ennek során a fagyasztott bal kamrai 

szívizom minták megfelelő méretű darabjait felolvasztottuk, majd proteáz inhibitorokat 

(0,5 mM fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF), 10 µM E-64, 40 µM leupeptin (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA)) tartalmazó izoláló oldatban (100 mM KCl, 2 mM etilén-

glikol-tetraecetsav (EGTA), 1 mM MgCl2, 4 mM Na2ATP, 10 mM imidazol; pH 7,0) 

mechanikai szövethomogenizátor (potter) segítségével megtörtük. Ezt követően 0,5%-os 

Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) detergenssel kiegészített izoláló oldat 

segítségével permeabilizáltuk a szívizomsejteket. Az izoláló oldattal történő három mosási 

lépést követően az izolált szívizomsejteket jégen tartottuk a mérések kivitelezéséig. Az 

erőmérések során a membránfosztott szívizomsejtek végeit két rovartű, valamint szilikon 

ragasztó (DAP, Baltimore, MD, USA) segítségével egy érzékeny erőmérőhöz (SensoNor, 

Horten, Norvégia) és egy mozgatható elektromágneses motorhoz (Aurora Scientific Inc., 

Aurora, Kanada) rögzítettük (6. ábra). A méréseket az erőmérő rendszerhez kapcsolt, 

kamerával ellátott fénymikroszkóp 15°C-os tárgyasztalán végeztük. A szívizomsejtek 

mechanikai paramétereinek meghatározása előtt a preparátumok átlagos szarkomer hosszát 

2,3 µm-re állítottuk be. A vizsgált erőparaméterek meghatározásához aktiváló (37,34 mM 

KCl, 10 mM BES, 6,24 mM MgCl2, 7 mM CaEGTA, 6,99 mM Na2ATP, 15 mM Na2CrP, 

40 µM leupeptin, 10 µM E64; pH 7,2), illetve relaxáló (37,11 mM KCl, 10 mM BES, 6,41 

mM MgCl2, 7 mM EGTA, 6,94 mM Na2ATP, 15 mM Na2CrP, 40 µM leupeptin, 10 µM 

E64; pH 7,2) oldatokat készítettünk, melyek pCa értéke (a Ca
2+

 koncentráció negatív tízes 

alapú logaritmusa (-log10[Ca
2+

]) 4,5, illetve 9 volt. A köztes Ca
2+

 koncentrációjú oldatokat 

az aktiváló és relaxáló oldatok megfelelő arányú elegyítésével hoztuk létre a Fabiato és 
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Fabiato által kidolgozott módszer alapján
(101)

. Az izometriás erőt a szívizomsejtek relaxáló 

oldatból aktiváló oldatba történő mozgatásával mértük. Az erő kifejlődése után a motor 

segítségével a preparátum hosszát az eredeti hossz 80%-ára (20%-kal) csökkentettük, majd 

2 ms múlva visszaállítottuk az eredeti sejthosszat („release-restretch”). Ezen manőver 

során a képződött aktin-miozin keresztkötések felszakadtak, az erő a maximális értékről 

nullára esett (totál erő (Ftotál)), majd a jelenlévő Ca
2+

 jelenlétében újraépült. A Ca
2+

-

független, passzív erőkomponenst (Fpasszív) relaxáló oldatban hasonló, de hosszabb (8 s) 

manőver alkalmazásával határoztuk meg. Az Ftotál-ból kivonva az Fpasszív-ot kiszámítható a 

szívizomsejt Ca
2+

-függő aktív ereje (Faktív). Az Faktív és Fpasszív értékek a preparátum 

keresztmetszetére normalizálva, kN/m
2
-ben is megadhatóak. Ha a szubmaximális Ca

2+
 

koncentrációjú oldatokban mért Faktív-ot az aktiváló oldatban (pCa 4,75) kapott erőértékhez 

viszonyítva ábrázoljuk, egy szigmoid görbét kapunk. A görbe illesztésével meghatározható 

a Ca
2+

 érzékenység, melyet a fél maximális erő létrejöttéhez szükséges Ca
2+

 

koncentrációval jellemezhetünk (pCa50). Minden egyes szívizomsejt-mérés eredményét 

individuálisan illesztettük. Az illesztéshez a következő módosított Hill egyenletet 

használtuk: F=Fmax[Ca
2+

]
nHill

/(pCa50
nHill 

+ [Ca
2+

]
nHill

) + Fpasszív, ahol F egy adott Ca
2+

 

koncentrációhoz tartozó „steady-state” erő, Fmax a maximális erő, nHill konstans és pCa50 

megfelel annak a [Ca
2+

]-nak, ahol Ftotál - Fpasszív = Fmax/2. 

 

 

6. ábra: Membránfosztott szívizomsejtek kontraktilis erejének mérése. Az izometriás erőmérő 

rendszer központi része, bal oldalon a mozgatható elektromágneses motor, jobb oldalon az 

érzékeny erőmérő (A). Kalciumfüggő aktív erő (Faktív) és kalcium független passzív erő (Fpasszív) 

meghatározása (B). A kalcium érzékenységet jellemző pCa50 paraméter meghatározása a 

szívizomsejtek normalizált erő – kalcium összefüggését ábrázoló szigmoid görbe segítségével (C).  

 

A különböző Ca
2+ 

koncentrációjú oldatokkal végzett mérések után újra 

meghatároztuk a maximális Faktív-ot (pCa 4,75). Azokon a sejteken, amelyek maximális 

Ca
2+ 

függő erőgenerálása nem érte el a mérés kezdetén kapott érték 80%-át további 
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méréseket nem végeztünk, az addig kapott értékeket az eredmények értékelésénél nem 

vettük figyelembe.  

 

4.2.1 A mieloperoxidáz enzim humán szívizomsejtek erőgenerálására kifejtett hatásának 

vizsgálata 

 Az MPO funkcionális hatásának tanulmányozását humán bal kamrai 

szívizomsejteken végeztük. Meghatároztuk az Faktív-ot, az Fpasszív-ot, valamint pCa50-et az 

MPO-szubsztrát H2O2 (30 μM, 15 perc, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), MPO+H2O2 

(MPO: 8 U/l, Abcam, Cambridge, Egyesült Királyság), MPO+H2O2+MPO-I (4-

aminobenzhidrazid, 50 µM, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) és 

MPO+H2O2+Met (10 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kezelések előtt, illetve 

azokat követően. Az MPO+H2O2 által kiváltott hatások revertálhatóságát a redukálószer 

dithiotreitol (DTT, 10 mM, 30 perc, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) alkalmazásával 

vizsgáltuk. A különböző kezelések Faktív-ra és Fpasszív-ra kifejtett hatásait a kezelés előtt 

mért (kezeletlen) értékekhez viszonyítva, százalékos formában adtuk meg. A kapott 

értékeket az izoláló oldatban inkubált (15 perc) szívizomsejtek erőgenerálásához 

viszonyítottuk (idő kontroll). Az egyes kezelések során 3-4 szívből származó 5-12 

szívizomsejtet használtunk.  

4.2.2 Az akut stressz és az ovariektómia hatása a szívizomsejtek erőgenerálására 

 Az akut stressz és az ovariektómia szívizomsejt funkcióra kifejtett hatásainak 

vizsgálatakor - a humán szívizomzaton folytatott kísérletekhez hasonlóan- az Faktív-ot, az 

Fpasszív-ot, valamint a pCa50-et mértük a kontroll, stressznek kitett kontroll (kontroll-S), 

ovariektomizált (OVX) és stressznek kitett ovariektomizált (OVX-S) állatcsoportokban. 

Csoportonként 10-10 szívizomsejt került vizsgálatra.  

4.3 MPO klorinációs és peroxidáz aktivitásának mérése 

 Az MPO klorinációs és peroxidáz aktivitásának mérését speciális, kereskedelmi 

forgalomban elérhető kitek segítségével végeztük (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, 

USA). A klorinációs aktivitást mérő esszé működése során az MPO által generált 

hipoklorit (OCl
-
) alakítja át a non-fluoreszcens szubsztrátot (APF, 2-(6-(4-aminofenoxi)-3-



   

27 

 

oxo-3H-xanthén-9-yl) benzoesav) erős fluoreszcenciával rendelkező fluoreszceinné, míg a 

peroxidáz aktivitást mérő esszé esetén az MPO a nonfluoreszcens ADHP-t (10-acetil-3,7-

dihidroxifenoxazin) fluoreszcens resorufinná alakítja. A keletkező fluoreszcencia 

intenzitás-növekedést NovoStar Microplate Readerrel (BMG Labtech, Ortenberg, 

Németország) különböző hullámhosszon detektáltuk (λex 485 nm, λem 520 nm a 

klorinációs, valamint λex 544 nm, λem 590 nm a peroxidáz esszé esetében). A reakcióelegy 

non-fluoreszcens szubsztrátból (18 µM APF, vagy 45 µM ADHP), esszé pufferből (foszfát 

puffer (PBS), pH 7,4), valamint 30 µM H2O2, 38 U/l MPO+H2O2, MPO+H2O2+50 µM 

MPO-I, vagy MPO+H2O2+10 mM Met tartalmú oldatból állt. Az aktivitásokat 5 percen 

keresztül, 24 másodperces intervallumokban mértük. A fluoreszcencia intenzitás értékeket 

a telítést megelőzően lineáris regresszióval illesztettük, a függvény meredeksége szolgált 

az MPO aktivitásának meghatározására. Az MPO hiányában mért értéket háttérnek 

tekintettük, az enzimaktivitást erre normalizáltuk. Későbbiekben az MPO+H2O2 aktivitás 

értékeit tekintettük 100%-nak, ehhez hasonlítottuk az MPO-I, valamint a Met hatását.  

4.4 Szérum ösztrogén, progeszteron, glükóz és koleszterin szint meghatározása 

 Az ovariektómizált patkánymodellben a szérum ösztradiol és progeszteron szintek 

meghatározása kompetitív elven működő kemilumineszcens immunoesszé (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Németország) segítségével történt. Az ösztradiol mérés 

során mesterolon hatására a mintából felszabaduló endogén ösztradiol verseng a biotinált 

antitesteken lévő kötőhelyekért a hozzáadott, ruténium-komplexszel jelölt ösztradiol-

származékkal (mérési tartomány 4,9 pg/ml-4,3 ng/ml). A szérum progeszteron szint mérése 

során az endogén progeszteron danazol hatására szabadul fel és verseng a biotinált antitest 

kötőhelyeiért a hozzáadott ruténium-komplexszel jelölt, progeszteron-származékkal 

(mérési tartomány 29,9 pg/ml - 60,1 ng/ml). 

 A szérum glükóz szint mérése enzimatikus, fotometrikus módszerrel történt (Roche 

Diagnostics GmbH). Ennek során glükóz-6-foszfát, majd glukonát-6 foszfát jött létre ATP 

és hexokináz, valamint NADP felhasználásával. A reakció során NADPH képződik, 

melynek sebessége arányos a glükóz koncentrációval és fotometriásan detektálható.  

 A szérum koleszterol meghatározása enzimatikus, kolorimetriás módszerrel történt 

(Roche Diagnostics GmbH). A koleszterol, koleszterol-oxidáz által történő oxidációja 

során keletkező H2O2 hatására 4-aminofenazonból és fenolból vörös quinoneimin festék 

keletkezik, melynek intenzitása arányos a szérum koleszterol koncentrációjával.  
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4.5 Fehérje SH-oxidáció, karboniláció és foszforiláció meghatározására 

4.5.1 A miofilamentális fehérjék SH tartalmának meghatározása Ellman reakcióval 

 Az MPO hatására a miofilamentális fehérjerendszeren bekövetkező SH-oxidációt 

Ellman reakció segítségével vizsgáltuk. A membránfosztott bal kamrai, humán 

szívizomsejteket 15 percen keresztül izoláló oldatban (Iso) inkubáltuk (idő kontroll), vagy 

30 µM H2O2-t, illetve 38 U/l MPO+ H2O2-t tartalmazó Iso-val kezeltük. Mosási lépéseket 

követően a mintákat 15 percig Ellman reagensben (5,5’- ditio-bis (2-nitrobenzoesav), 

DTNB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) inkubáltuk, amely a fehérjék SH csoportjával 

reagálva a sárga színű 2‐nitro‐5‐tiobenzoesavat (NTB) hoz létre. Az NTB abszorbanciáját 

NovoStar Microplate Readerrel mértük 412 nm-en. Az ismert SH tartalmú N-acetil-L-

cisztein (NAC, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) standard sor Ellman reagenssel 

történő inkubáció után mért abszorbancia értékeit használtuk kalibrációs görbeként 

(exponenciális illesztés). A minták SH tartalmát 1 mg liofilizált szívizom 

homogenizátumra vonatkoztatva adtuk meg, 100%-nak tekintve az idő kontroll (Iso) 

minták SH-tartalmát. A méréseket minden minta esetében háromszor ismételtük.   

4.5.2 Fehérje oxidáció meghatározása SH-csoport biotinálási módszerrel 

 Az SH-biotinálás során egy 25 mg tömegű bal kamrai humán szívizom mintából 

membránfosztott szívizomsejteket izoláltunk, majd az egyes mintákat 150 µl térfogatban 

kezeltünk 30 µM H2O2-ot vagy 38 U/L MPO+H2O2-ot tartalmazó izoláló oldatban 15 

percen keresztül. Pozitív kontrollként az oxidáló szer dithiodipiridinnel (DTDP, 2,5 mM, 2 

perc) kezelt minták szolgáltak. A miofilamentális fehérjék SH csoportjait biotinnal jelöltük 

(EZ-Link Iodoacetyl-LC-Biotin, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A jelölés 60 

percig, szobahőmérsékleten, sötétben zajlott, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 8,3) és 

0,1 mg/ml biotin tartalmú reakció pufferben a gyártó utasítása alapján. (A biotint ezt 

megelőzően dimetilformamidban (DMF, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldottuk 

fel, és reakció pufferben hígítottuk 0,1 mg/ml koncentrációjúra). A biotinos jelölést és 

mosást követően a mintákat mintapufferben (8 M urea, 2 M tiourea, 3% nátrium-dodecil-

szulfát (SDS), 75 mM DTT, 50 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% glicerol, brómfenolkék, 10 µM 

E-64 és 40 µM leupeptin) szolubilizáltuk 1 órán át, folyamatos rázatás mellett. 
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Centrifugálást követően (16000 g 5 percig) a fehérjekoncentrációt a felülúszóból dot-blot 

módszerrel határoztuk meg (standardként marha szérum albumin (BSA, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) szolgált), majd a homogenizátum fehérje koncentrációját 1 mg/ml-re 

állítottuk be. Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) során a miofilamentális 

fehérjék méret szerinti elválasztásához 0,5% agarózzal erősített 2 és 4%-os, valamint 10%-

os és 15%-os poliakrilamid géleket, ezen kívül 4-15%-os grádiens géleket (BioRad, 

Hercules, CA, USA) használtunk. Nitrocellulóz membránra történő transzfert követően 

(TransBlot Turbo, BioRad) a fehérjemennyiséget fluoreszcens fehérje festékkel (Sypro 

Ruby Protein Blot Stain, Invitrogen, Eugene, OR, USA) határoztuk meg. A membránokat 

10%-os, 0,1% Tween-20 tartalmú PBS-ben (PBST) oldott tejporral blokkoltuk. A biotinnal 

jelölt SH csoportokat tormaperoxidázzal konjugált streptavidinnel (1:100000, Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) mutattuk ki, melynek végkoncentrációja 5 

ng/ml volt. A streptavidinnel történt 30 perces inkubáció és a PBST-vel történő mosás után 

kapott jeleket felerősített kemilumineszcens módszer (ECL) segítségével tettük láthatóvá, 

azokat a fehérjemennyiségre normalizáltuk (7. ábra).  

4.5.3 Fehérjék vizsgálata redukáló és nem redukáló oldatkörnyezetben  

4.5.3.1 Fehérje-kereszthidak kialakulásának vizsgálata 

A Canton és munkatársai
(102)

 által leírt módszer alapján humán, BK-i szívizom 

mintákat H2O2 vagy MPO+H2O2 kezelést követően redukáló (1x Laemmli-féle mintapuffer 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, összetétel: 2% SDS, 10% glicerol, 5% β-

merkaptoetanol (β-ME), 0,0625 M Tris-HCl, pH 6,8), illetve nem redukáló (ugyanez a 

puffer, de β-ME hozzáadása nélkül) körülmények között szolubilizáltuk. A fehérjéket 

10%-os poliakrilamid gélen választottuk el, majd nitrocellulóz membránra blottoltuk. A 

nem specifikus kötőhelyek blokkolása után a membránokat monoklonális tropomiozin 

ellenes (anti-Tm, CH1-es klón, 1:10000), vagy monoklonális aktin ellenes (anti-aktin, 

HHF35-ös klón, 1:1000, Dako Cytomation, Glostrup, Dánia) antitestekkel jelöltük. A 

jeleket tormaperoxidázzal konjugált másodlagos antitestekkel detektáltuk és ECL 

módszerrel tettük láthatóvá.  
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4.5.3.2 A titin óriásfehérje oxidációs állapottól függő oldhatóságának vizsgálata 

Membránfosztott szívizomsejt izolálást követően a mintákat H2O2, MPO, DTT 

kezelésnek vetettük alá a fentebb ismertetett módon. A titin oxidációs állapottól függő 

oldódásának pozitív kontrolljaként az SH-oxidálószer DTDP emelkedő koncentrációjú 

oldataiban inkubáltuk mintáinkat (0,125 µM – 2,5 mM DTDP, 2 perc). Nem redukáló 

oldószerben (8 M urea, 3% SDS, 50 mM Tris-HCl pH 6,8, 10 µM E-64 és 40 µM 

leupeptin, 1 óra rázatás, centrifugálás 16000 g, 5 perc) történő denaturálással nyertük a 

kísérletek során felülúszónak nevezett frakciót. Ezt követően a nem-redukáló pufferben fel 

nem oldódott, visszamaradt pelletet feloldottuk redukáló pufferben (8 M urea, 2 M tiourea, 

3% SDS, 75 mM DTT, 50 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% glicerol, brómfenolkék, 10 µM E-64 

és 40 µM leupeptin, 1 óra vortex, 2 perc 99°C, centrifugálás). Utóbbira, azaz pellet 

feloldása során keletkezett fehérjeoldat felülúszójára kísérleteink során pellet néven 

hivatkozunk. Oldást követően a minták fehérjekoncentrációját 1 mg/ml-re állítottuk be dot-

blot segítségével. (Ekkor már a nem redukáló pufferben oldott mintákat is redukáló 

pufferben hígítottuk, hogy biztosítsuk a titin gélbe való bejutását). A titin fehérje 

gélelektroforetikus vizsgálatára 0,5% agarózt tartalmazó 2%-os poliakrilamid géleket 

használtunk. Futtatást követően a fehérjéket Coomassie blue festékkel (Reanal, Budapest, 

Magyarország) festékkel vizualizáltuk, majd meghatároztuk a felülúszó/pellet arányt, azaz 

a nem redukáló, illetve redukáló környezetben feloldódott titin mennyiségét az egyes 

kezeléseket követően.  

4.5.4 Fehérje karboniláció vizsgálata 

A fentiekben ismertetett módszerrel humán, bal kamrai szívizom mintákat (15 mg) 

izoláltunk, majd azokat H2O2 és MPO kezelésnek vetettük alá. A fehérje karboniláció 

pozitív kontrolljaként 7 percen keresztül Fenton reagenssel (50 µM FeSO4, 6 mM 

aszkorbinsav és 1,5 mM H2O2) kezelt mintákat alkalmaztunk. A mintákat mosás után egy 8 

M ureát, 3% SDS-t, 50 mM 6,8-as pH-val rendelkező Tris-HCl-t, 10 µM E-64-t, valamint 

40 µM leupeptin-t tartalmazó mintapufferben oldottuk fel (1 óra vortex). Maximális 

fordulaton történő centrifugálást (16000 g, 5 perc) követően a felülúszót felhasználva 

elvégeztük a karbonil- csoportok derivatizálását. A karbonilcsoportok derivatizálásának 

alapja az, hogy a fehérjeoldathoz hozzáadott 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) (OxyBlot
TM

 

Protein Oxidation Detection Kit, Millipore, Billerica, MA, USA) a fehérjék karbonil 
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csoportjaihoz kötődve 2,4-dinitrofenilhidrazont (DNPhidrazon) képez (7. ábra). A savas 

közegben zajló reakciót követően, centrifugálás (1000 g, 1 perc) után a titin fehérje 

esetében a pellet, míg kisebb molekulatömegű fehérjék esetében (15-300 kDa) a pellet és a 

felülúszó neutralizálására került sor. A neutralizálást lúgos pH-jú mintapufferben (8 M 

urea, 2 M tiourea, 3% SDS, 75 mM DTT, 0,05 M Tris-bázis (pH 14), 10% glicerol és 

brómfenolkék) 30 perces rázatás során végeztük. A derivatizált és neutralizált minták 

fehérjetartalmát centrifugálást (16000 g, 5 perc) követően dot-blot módszer segítségével, 

BSA standard mellett határoztuk meg, majd a fehérjekoncentrációt 1 mg/ml-re állítottuk 

be. A fehérjék elválasztására gélelektroforézist végeztünk 0,5%-os agarózzal megerősített 

2 és 4%-os, valamint 10 és 15%-os poliakrilamid gélek, illetve 4-15%-os előgyártott 

grádiens gélek felhasználásával.  A fehérjéket nitrocellulóz membránra transzferáltuk fél-

száraz blottolási rendszer segítségével (TransBlot Turbo, BioRad, Hercules, CA, USA), 

majd a pontos fehérjemennyiséget Sypro Ruby fehérje blotfestékkel határoztuk meg. A 

nem specifikus kötőhelyek blokkolására 2%-os, PBST-ben oldott BSA oldatot 

használtunk. Ezt követően a gyártó által előírt módon a derivatizált karbonil csoportokat 

felismerő elsődleges (nyúlban termeltetett anti-DNP antitest, 1:150 arányú hígítás 1%-os 

BSA/PBST oldatban, 1 órás inkubáció), valamint a tormaperoxidázzal konjugált 

másodlagos antitestet (kecskében termeltetett nyúl ellenes IgG, 1:300 arányú hígítás 1%-os 

BSA/PBST oldatban, 1 órás inkubáció) alkalmaztuk. A karbonilált fehérjéket ECL 

módszerrel tettük láthatóvá. Az OxyBlot
TM

 módszerrel meghatározott fehérje karbonilációt 

fehérjemennyiségre normalizáltuk, majd a karboniláció mértékét karbonilációs index 

formájában adtuk meg. (KI=1-nek tekintettük a 15 perces izoláló oldatos kezelésen átesett, 

ún. idő-kontroll minták karboniláltsági állapotát). 

 

7. ábra: A fehérje 

karboniláció vizsgálata 

Oxyblot
TM

 technikával 

(A) és az SH-oxidáció 

vizsgálata SH-csoport 

biotinálással (B). (C=O 

– karbonil csoport, 

DNPH – 2,4-

dinitrofenilhidrazin, SH 

– szulfhidril csoport) 

 



   

32 

 

4.5.5 Szívizomfehérjék foszforilációs állapotának meghatározása 

Kontroll és ovariektomizált patkányokból nyert BK-i szívizomszövetből (20 mg) 

szívizomsejteket izoláltunk, majd ezeket mintapufferben (8 M urea, 2 M tiourea, 3% SDS, 

75 mM DTT, 50 mM Tris-HCl (pH 6,8), 40 µM leupeptin, 10 µM E64, 10% glicerol és 

brómfenolkék) szolubilizáltuk. Centrifugálást követően (16000 g, 5 perc) a felülúszóból 

dot-blot módszerrel meghatároztuk a minta fehérje koncentrációját, majd azt 1 mg/ml-re 

állítottuk be. A titin, a miozinkötő C fehérje (MyBP-C) és a troponin I (TnI) 

elválasztásához 0,5%-os agarózzal megerősített 2 és 4%-os, valamint 15%-os 

poliakrilamid géleket használtunk. A szívizomfehérjék foszforilációs állapotát ProQ
®
 

Diamond foszfoprotein gélfestékkel (Invitrogen, Eugene, OR, USA) vizsgáltuk, míg a 

fehérjemennyiség meghatározását Coomassie blue festékkel végeztük. A fehérjék 

foszforilációs szintjét fehérje mennyiségre normalizáltuk és egy belső kontrollhoz 

(ugyanazon kontroll patkány bal kamrai szívizom homogenizátuma minden gélen) 

viszonyítva, százalékos értékben kifejezve adtuk meg. 

4.6 Adatelemzés és statisztika 

A membránfosztott szívizomsejtek erőgenerálását egy személyre szabott erőmérő 

rendszer segítségével mértük (National Instruments (Austin, TX, USA), DAQ platform). A 

mért értékeket a programhoz kapcsolódó LabVIEW (National Instruments) modul 

rögzítette. Az eredmények értékeléséhez és ábrázolásához Excel (Microsoft, 2007) és 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornia, USA) programokat 

használtunk.  

A biokémiai kísérleteket (Western immunoblot, foszforilációs gélfestési eljárások) 

minimum három, különböző izolálás során nyert szívizom minta felhasználásával 

ismételtük meg. A kemilumineszcens (antitestek), fluoreszcens (Sypro Ruby – 

fehérjemennyiség, Pro Q Diamond – foszforiláció), valamint látható fény tartományába eső 

(Coomassie) jelek intenzitásának meghatározására a görbe alatti terület mérését végeztük 

ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) és Magic Plot (Szentpétervár, Oroszország) 

programok segítségével. 

Az adatokat az ábrákon és a szövegben átlag ± SEM (mintaközép hibája) formájában 

tüntettük fel. A csoportok és a kezelések közötti különbségek statisztikai elemzésére 

variancia analízist (ANOVA, Bonferroni és Dunnet posthoc teszt,) vagy többszintű kevert-
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hatás lineáris regressziós analízist használtunk. Utóbbi figyelembe veszi azt a tényt, hogy 

az ugyanazon szívből többszöri mérésekkel nyert észlelések egymástól nem függetlenek. A 

normalizált és relatív pCa-erő összefüggések összehasonlításához páros és páratlan t-

tesztet alkalmaztunk. A fehérje foszforiláció, nemi hormonok és szívizomsejt funkció 

közötti összefüggéseket lineáris regresszióval határoztuk meg. Statisztikailag akkor 

tekintettük szignifikánsnak egy változást, ha p értéke kisebb volt, mint 0,05.   



   

34 

 

 

5 Eredmények 

5.1 A mieloperoxidáz enzim (MPO) hatásának vizsgálata 

5.1.1 Az MPO funkcionális hatásainak vizsgálata humán bal kamrai szívizomsejteken  

5.1.1.1 Az MPO szubsztrát hidrogén-peroxid (H2O2) dózisának kiválasztása 

Ismert, hogy az MPO szubsztrátja, a H2O2 önmagában is károsítja a szívizomsejtek 

kontraktilis funkcióját. Az MPO-val végzett kísérletek előtt egy olyan H2O2 koncentráció 

meghatározására törekedtünk, amely már rendelkezik önálló funkcionális hatással, de ez a 

hatás MPO jelenlétében fokozódik. Ennek érdekében a szívizomsejteket emelkedő 

koncentrációjú H2O2 kezeléseknek tettük ki (15 perc). Az inkubációk során alkalmazott 

koncentrációk közül a 30 µM-os H2O2 oldat csökkentette szignifikánsan a szívizomsejtek 

aktív erejét (a kezelés előtti érték 64,5±2 %-ára, n=3), így ezt a H2O2 dózist használtuk 

további kísérleteinkben (8. ábra).  

 

8. ábra: Emelkedő koncentációjú 

hidrogén-peroxid (H2O2) kezelés 

csökkenti a szívizomsejtek aktív erejét 

(Faktív). Az erőértékeket a kezelés előtti 

érték százalékában adtuk meg, és az Iso-

ban kezelt (0, időkontroll) minták 

erőértékeihez hasonlítottuk. (Az adatokat 

átlag±SEM formában ábrázoltuk.) 

 

 

5.1.1.2 Az MPO+ H2O2 kezelés károsítja a humán szívizomsejtek kontraktilis funkcióját 

MPO (8 U/l) és H2O2 (30 μM) együttes alkalmazásakor (15 perc) a membránfosztott 

humán, bal kamrai szívizomsejtek maximális, kalcium-függő aktív erejének (Faktív, pCa 

4,75) szignifikáns csökkenését (a kezelés előtti érték 57,7±4,1%-ára, n=12) és a kalcium-

független passzív erőkomponens (Fpasszív, pCa 9,0) jelentős növekedését (a kezeletlen 

szívizomsejteken mért érték 179,6±14,6%-ára, n=12) tapasztaltuk (9-10. ábra). A 
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szívizomsejtek izoláló oldatban (Iso) történő inkubációja során (15 perc, idő kontroll) az 

Faktív csak kismértékben csökkent (a kezelés előtti érték 89,0±1,6%-ára).  

 

9. ábra: Membránfosztott humán bal kamrai szívizomsejt fénymikroszkópos képe. A szívizomsejt 

két rovartű és akváriumragasztó segítségével egy érzékeny erőmérőhöz, valamint egy 

elektromágneses motorhoz rögzítve látható (szarkomer hossz: 2,3 µm, nagyítás 320x) (A). A 

szívizomsejt erőmérés során rögzített eredeti regisztrátum, melyen megfigyelhető a maximális 

kalcium tartalmú aktiváló oldatban (pCa 4,75) mért kalcium-függő aktív erő (Faktív) és a kalcium 

mentes relaxáló oldatban (pCa 9) mért kalcium-független passzív erőkomponens (Fpasszív) változása 

15 perces MPO+H2O2 kezelés hatására (B).  

 

Amennyiben a kezelések előtt és után a szubmaximális Ca
2+

 koncentrációjú aktiváló 

oldatokban mért erőértékeket a kezelések előtti maximális (Faktív, pCa 4,75) erőértékekhez 

viszonyítottuk (relatív erő-pCa összefüggés), úgy a MPO+H2O2 kezelést követően 

bekövetkező erőcsökkenés szignifikánsan nagyobb volt a H2O2 kezeléshez viszonyítva. Az 

MPO+H2O2 hatására létrejövő Fpasszív növekedés ugyancsak szignifikánsban nagyobb volt a 

H2O2 kezelést követően tapasztalt Fpasszív növekedésnél (79,6±14,6% vs. 23,9±7,4%, 

p<0,001) (10. ábra). 

A kontraktilis fehérjerendszer kalciumérzékenységének (pCa50) meghatározásakor a 

szubmaximális Ca
2+ 

koncentrációjú oldatokkal végzett aktivációk során mért erőértékeket a 

maximális Ca
2+

 koncentrációjú aktiváló (pCa 4,75) oldatban kezelés előtt és kezelés után 

meghatározott erőválaszra normalizálva (normalizált erő) adtuk meg. MPO+H2O2 kezelést 

követően a normalizált erő-pCa összefüggés szignifikáns jobbra tolódását, azaz a pCa50 

csökkenését tapasztaltuk (pCa50 5,83±0,02 vs. 5,66±0,02, p<0,001, n=12) . Ezzel szemben 

a H2O2-kezelés a pCa50 értéket nem befolyásolta (5,85±0,05 vs. 5,82±0,03, p=0,55, n=7). 

A kalcium érzékenységi görbe meredekségét jellemző Hill-koefficiens (nHill) egyik kezelés 

hatására sem változott (10. ábra). A szívizomsejtek kezelés előtti Faktív, Fpasszív és pCa50 



   

36 

 

értékei között mérhető különbség 5,4%, 5,5%, illetve 0,9% volt. Sem a H2O2, sem a 

MPO+H2O2 kezelés nem eredményezett fénymikroszkóppal észlelhető struktúrális 

változást a szívizomsejtek harántcsíkolatában.  

 

 

10. ábra: A mieloperoxidáz (MPO) és a 

hidrogén-peroxid (H2O2) károsítja a humán, 

membránfosztott szívizomsejtek funkcióját. 

Relatív erő-pCa összefüggés H2O2 és MPO+ H2O2 

kezelés előtt és után (n=7 és 12. A kezelés után 

mért erőértékeket a kezelés előtti erőértékekhez 

viszonyítva fejeztük ki (* vs. H2O2 előtt, # vs. 

MPO+H2O2 előtt,  vs. H2O2 után; 
*,#,

p<0,05) (A).  

Fpasszív változásai 15 perces Iso (idő kontroll), H2O2 

és MPO+H2O2 kezelést követően. (B). A 

normalizált erő-pCa összefüggés MPO+H2O2 

kezelés hatására jobbra tolódik (a kalcium értékenység csökken). (C). A H2O2 nincs hatással a 

szívizomsejtek kalcium érzékenységére (D). Változatlan Hill-koefficiens H2O2 és MPO+H2O2 

kezelést követően (E). (Az adatokat átlag±SEM formában ábrázoltuk.) 
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5.1.1.3 Az MPO-inhibitor (MPO-I) és a metionin (Met) kivédi, a dithiotreitol (DTT) 

részlegesen revertálja az MPO-okozta kontraktilis diszfunkciót 

Az MPO+H2O2 kezelés szívizomsejtekre kifejtett káros funkcionális hatásainak 

kivédhetőségét az MPO-I 4-aminobenzhidrazid (50 μM), valamint az antioxidáns Met (10 

mM) és a redukálószer DTT (10 mM) segítségével vizsgáltuk. Mind az MPO-I, mind a 

Met kivédte az MPO hatására létrejövő Faktív csökkenést (MPO: 57,7±4,1%, MPO-I: 

80,0±5,3%, Met: 80,1±3,6%, p<0,001 vs. MPO, n=5-6) és Fpasszív növekedést (MPO: 

179,6±14,6%, MPO-I: 147,7±6,1% és Met: 139,9±8,7%, p<0,05 vs. MPO, n=5-6). Az 

MPO-I és Met jelenlétében mért Faktív és Fpasszív összevethető volt a H2O2 kezelés után 

meghatározott erőértékekkel. Az MPO-I és a Met jelenlétében a kalcium érzékenységi 

görbe jobbra tolódása (a pCa50 csökkenése) nem volt megfigyelhető (MPO-I: 5,88±0,07 vs. 

MPO: 5,66±0,02, p<0,05 illetve Met: 5,81±0,04 vs. MPO: 5,66±0,02, p<0,001, n=5-6) (11. 

ábra). 
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11. ábra: A mieloperoxidáz kontraktilis 

funkciót károsító hatása kivédhető MPO 

inhibitor (MPO-I) vagy metionin (Met) 

alkalmazásával. Membránfosztott szívizomsejtek 

maximális kalciumfüggő aktív (Faktív) (A) és 

kalcium független (pCa 9) passzív (Fpasszív) (B) 

erőértékei H2O2 és MPO+ H2O2 kezelést követően, 

illetve MPO-I és Met jelenlétében. Az erőértékeket 

a kezelés előtt rögzített kiindulási erőértékek 

százalékában adtuk meg, a kezelések hatását az Iso 

kezelt (időkontroll) mintákhoz viszonyítottuk. Az 

MPO-I (C) és a Met (D) kivédi a kalcium 

érzékenységi görbe MPO hatására bekövetkező 

jobbra tolódását. A szaggatott vonalak az Iso-ban 

mért kalcium érzékenységet jelölik. (E) A kalcium 

érzékenységet jellemző pCa50 érték változásai 

H2O2, MPO+H2O2, MPO-I és Met kezelések után. 

(Az adatokat átlag±SEM formában ábrázoltuk, 

*p<0,05) 
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A redukálószer DTT MPO kezelést követően visszafordította az MPO által indukált 

Fpasszív növekedést (Fpasszív MPO: 89,327,3% vs. DTT: 19,7±10,4%, p<0,05, n=6), 

ugyanakkor az Faktív (MPO: 57,3±6,4% vs. DTT: 43,8±5,1%, p=N.S., n=6) és a pCa50 

(5,66±0,03 vs. 5,69±0,03, p=N.S., n=6) MPO hatására bekövetkező csökkenését a DTT 

nem volt képes revertálni (12. ábra).  

 

12. ábra: A redukálószer DTT hatása az MPO kezelésen átesett szívizomsejtek aktív (Faktív, A) és 

passzív erejére (Fpasszív, B), valamint kalcium érzékenységére (pCa50, C). (Az adatokat átlag±SEM 

formában ábrázoltuk, *p<0,05) 

 

5.1.2  A Met gátolja az MPO klorinációs aktivitását, azonban a peroxidáz aktivitásra 

nincs hatással 

Az MPO funkcionális hatásainak hátterében álló biokémiai mechanizmusok 

feltérképezéséhez meghatároztuk az enzim klorinációs és peroxidáz aktivitását MPO-I és 

Met jelenlétében. Az MPO-I az enzim klorinációs és peroxidáz aktivitását is gátolta (a 

kiindulási aktivitás 0,3±0,2%, illetve 10,4±6%-ára, p<0,001, n=4). Ezzel szemben a Met 

csak az MPO klorinációs aktivitását csökkentette (2,3±1,3%-ra, p<0,001, n=4), az enzim 

peroxidáz aktivitására nem volt hatással (78,4±8,6%, p=N.S, n=4) (13. ábra). 

Eredményeink arra utalnak, hogy az MPO szívizomsejt funkciót károsító hatásai az enzim 

klorinációs aktivitásán keresztül valósulnak meg.  
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13. ábra: MPO-inhibitor (MPO-I) és metionin (Met) hatása a mieloperoxidáz (MPO) 

klorinációs és peroxidáz aktivitására. A Met szelektíven gátolja az MPO klorinációs aktivitását 

(A), míg az enzim peroxidáz aktivitására nincs hatással (B). Az egyes gátlószerek jelenlétében mért 

értékeket az MPO (Iso és H2O2 jelenlétében mért) aktivitásának százalékában adtuk meg. (Az 

adatokat átlag±SEM formában ábrázoltuk, *p<0,05) 

5.1.3 Az MPO hatására létrejövő oxidatív fehérjekárosodások vizsgálata 

Biokémiai kísérleteink során arra a kérdésre kerestük a választ, hogy az MPO 

működése során keletkező oxidánsok hogyan károsítják a szívizomsejtek fehérjerendszerét. 

Ennek érdekében részletesen tanulmányoztuk az MPO kezelés hatására a miofilamentáris 

fehérjék SH-csoport tartalmában és karbonilációjában bekövetkező változásokat. 

5.1.3.1 Az MPO+H2O2 kezelés hatása a miofilamentális fehérjék SH-tartalmára 

A miofilamentáris fehérjék SH tartalmát Ellman reakcióval vizsgáltuk. Az izoláló 

oldatban (Iso) inkubált szívizomsejtek (idő kontroll) SH-csoport mennyiségéhez 

viszonyítva H2O2 és kombinált MPO+H2O2 kezelés során is kismértékű, de szignifikáns 

csökkenést tapasztaltunk a fehérjék össz SH-csoport tartalmában (90,4±1,5%, p<0,05, n=3, 

illetve 86,7±4%, p<0,01, n=3) (14. ábra). A kísérletek során használt humán donor 

szívizom minták kiindulási SH tartalma szignifikánsan nem különbözött egymástól (az 

átlag SH tartalom legnagyobb különbsége két donor között 6,1 %-nak adódott).  

Ezt követően SH biotinálási módszer segítségével kísérletet tettünk az SH oxidáción 

átesett fehérjék azonosítására. Pozitív kontrollként az oxidálószer dithiodipyridinnel 

(DTDP) kezelt mintákat használtunk. H2O2 és MPO+H2O2 kezelés hatására szignifikánsan 
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csökkent az aktin SH tartalma (75,9±7,1%-ra, p<0,01, n=4, valamint 84,2±4,4%-ra, 

p<0,05, n=9, az Iso-ban kezelt minták SH tartalmához viszonyítva). Ezzel szemben MyBP-

C és az óriás szarkomer fehérje, a titin rugalmasabb (N2BA) és rigidebb (N2B) 

izoformájának SH tartalma egyik kezelést követően sem változott jelentősen (14. ábra).  

 

 

 

14. ábra: A mieloperoxidáz (MPO) és a H2O2 azonos hatást fejt ki miofilamentáris fehérjék 

szulfhidril (SH) csoportjaira. Szívizomsejtek össz-SH tartalmának meghatározása H2O2 és 

MPO+H2O2 kezelés után Ellman reakcióval. (A) A fehérje biotinálási módszerrel vizsgált SH 

tartalom meghatározás eredményei kemilumineszcens SH, valamint a fluoreszcensen 

meghatározott fehérjemennyiségi jellel aktin (B), miozin kötő C fehérje (MyBP-C) (C), a titin 

N2BA (D, E), valamint a titin N2B izoformájának (D, F) esetében H2O2 és MPO+H2O2 kezeléseket 

követően. T2 jelöli a titin degradációs termékét. Pozitív kontrollként az oxidálószer 

dithiodipyridinnel (DTDP, 2,5 mM, 2 perc) kezelt minták szolgáltak. Az SH tartalom mértékét az 

Iso-ban meghatározott SH tartalom (idő kontroll) százalékában adtuk meg. (Az adatokat 

átlag±SEM formában ábrázoltuk, *p<0,05 vs. Iso) 

 

SH oxidáció hatására intermolekuláris diszulfid-hidak is keletkezhetnek a fehérjék 

között, melyek nagy molekulatömegű komplexek kialakulásához vezetnek. Western 
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immunoblot technika segítségével redukáló és nem redukáló puffer-környezetben 

vizsgáltuk a fehérje-komplexek lehetséges szerepét az MPO-okozta kontraktilis 

diszfunkció kialakulásában. Nem redukáló környezetben egy közel 90 kDa 

molekulatömegű, tropomiozin és aktin tartalmú fehérje-komplexet sikerült kimutatnunk, 

azonban ennek intenzitása H2O2, vagy MPO+H2O2 kezelés hatására csökkent (15. ábra).  

 
15. ábra: A H2O2 és a mieloperoxidáz (MPO) kezelés nem növeli a fehérjék közötti diszulfid 

kereszthidak mennyiségét. Tropomiozin (Tm) (bal panel gélkép) és aktin (jobb panel gélkép) 

ellenes antitesttel jelölt, nem redukáló (β-merkaptoetanol (β-ME) nélkül) és redukáló (+β-ME) 

pufferkörnyezetben szolubilizált szívizomminták reprezentatív, kemilumineszcensen detektált 

membránképe. A fehérjemennyiség meghatározása fluoreszcens fehérjefestékkel történt. (MW – 

molekulatömeg). A reprezentatív gélképek denzitometriás kiértékelése Iso kontrollhoz viszonyítva 

százalékos formában.  

 

A titin óriásfehérje redukált állapota elengedhetetlen a fehérje megfelelő mértékű 

oldódásához. Kísérleteink során ezért az óriásfehérje nem redukáló és redukáló 

környezetben oldott, eltérő mértékben oxidált alakjainak mennyiségét is megvizsgáltuk. 

Növekvő koncentrációjú DTDP kezelés hatására - vélhetően diszulfid-hidak 
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keletkezésének köszönhetően - jelentősen csökkent a nem redukáló pufferben történő 

denaturálással nyert felülúszó titin tartalma, míg a pelletben maradó titin mennyisége 

növekedett. A felülúszó/pellet arány tehát mind az N2B, mind az N2BA titin izoforma 

esetében szignifikánsan csökkent. A kezelések nem befolyásolták a titin izoforma arányát a 

kiindulási (Iso, adat) mintához viszonyítva sem a felülúszó, sem pedig a pellet esetében 

(16. ábra). 

 

16. ábra: Emelkedő koncentrációjú dithiodipyridin (DTDP) kezelés csökkenti a titin fehérje 

oldhatóságát nem redukáló puffer környezetben. Humán, bal kamrai szívizomminták nem 

redukáló (felülúszó), valamint a pellet esetében redukáló pufferben, különböző koncentrációjú 

DTDP kezelést követő feloldásából nyert titin mennyiségét bemutató reprezentatív gélkép (A). Az 

oxidálószer DTDP koncentrációjának emelésével csökken a felülúszó/pellet arány mind a titin N2B 

(B), mind a titin N2BA (C) izoformájának esetében. A kezelések során az N2B/N2BA izoformák 

aránya a felülúszó (D) és a pellet (E) esetében is állandó marad.  
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A H2O2, valamint az MPO+H2O2 kezelés nem változtatta meg a titin fehérje nem 

redukáló pufferben történő oldhatóságát (17. ábra). A felülúszó/pellet arány az N2B és az 

N2BA izoforma esetén is változatlan maradt, így a kezelés vélhetően nem járt diszulfid-

hidak keletkezésével. Az N2B/N2BA arány nem változott sem a felülúszóban, sem a 

pelletben H2O2 és MPO+H2O2 kezelést követően. 

17. ábra: A H2O2, valamint az MPO+H2O2 kezelés nem befolyásolja a titin fehérje 

oldhatóságát. Reprezentatív gélkép a nem redukáló és redukáló környezetben H2O2, MPO, 

dithiotreitol (DTT) és dithiodipyridin (DTDP) kezeléseket követően feloldott bal kamrai 

szívizommintákból kinyerhető titin mennyiségéről (A). H2O2, valamint MPO+H2O2 kezelés 

hatására nem változik a felülúszó/pellet arány sem a titin N2B (B) sem a titin N2BA (C) 

izoformáját vizsgálva. Titin izoformák megoszlása a felülúszó (D), illetve a pellet (E) esetében 

H2O2 és MPO+H2O2 kezelés után.  
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5.1.3.2 Az MPO hatása a szívizomfehérjék karbonilációjára 

A miofilamentális fehérjék karbonilációjának vizsgálatakor H2O2 kezelés hatására 

kismértékű, de szignifikáns növekedést tapasztaltunk az aktin karbonil-csoport tartalmában 

(karbonilációs index (KI)=1,1±0,046, p<0,05, n=5). Ez az érték azonban nem változott 

MPO hozzáadását követően (KI=1,1±0,052, p=0,9 vs. H2O2, n=11) (18. ábra). Az 

aktinhoz hasonlóan kismértékű, de szignifikáns növekedést mértünk a MyBP-C fehérje 

karbonilációjában mind H2O2 (KI=1,5±0,2, p<0,05, n=2), mind pedig MPO+H2O2 kezelés 

után (KI=1,4±0,2, n=4 p<0,05 vs. idő kontroll). Az óriásfehérje titin N2BA és N2B 

izoformájának karbonilációja nem változott H2O2 és MPO+H2O2 kezelést követően sem 

(N2BA-H2O2: KI=0,9±0,2, p=0,47 vs. Iso és MPO: 1,0±0,2, p=0,68 vs. Iso, N2B-H2O2: 

KI=1,0±0,1, p= 0,36 vs. Iso és MPO: KI=0,9±0,1, p=0,64 vs. Iso) (18. ábra). 
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18. ábra: A mieloperoxidáz (MPO) és H2O2 kezelés hatására nő az aktin, valamint a miozin-

kötő C fehérje (MyBP-C) karbonilációja. Reprezentatív, kemilumineszcensen (karboniláció) és 

fluoreszcensen (fehérjemennyiség) detektált membránképek (A-C), valamint a H2O2 és MPO+H2O2 

kezelés hatására létrejövő karboniláció mértéke aktin (A), MyBP-C (B) és a titin N2BA (D), 

valamint N2B (E) izoformájának esetében. Pozitív kontrollként Fenton reagenssel (FeSO4, H2O2 és 

aszkorbinsav) kezelt minták szolgáltak. A fehérjekarboniláció mértékét karbonilációs index 

formájában fejeztük ki (KI=1, az Iso-ban kezelt minták karbonilációja). (Az adatokat átlag±SEM 

formában ábrázoltuk, *p<0,05.) 

 

5.2 Az ovariektómia és az akut stressz hatása patkány bal kamrai szívizomsejtek 

kontraktilis funkciójára 

5.2.1 Az ovariektómia és a stressz hatása a kísérleti állatok fizikális és laboratóriumi 

paramétereire 

A Kontroll, Kontroll-S, OVX és OVX-S állatok esetében mért legfontosabb fizikális és 

laborparamétereket az 1. táblázatban részleteztük. Az állatok testsúlya, valamint 

szívtömege szignifikánsan nagyobb volt az OVX-S csoportban, azonban a szív-testtömeg 

arány nem különbözött a vizsgált állatcsoportok között. A szérum glükóz, valamint 
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koleszterin értékek hasonlóak voltak a négy állatcsoportban. Egyéb releváns fizikális 

paraméterek (szívfrekvencia, vérnyomás) nem kerültek rögzítésre.  

 

1. táblázat: Morfológiai paraméterek, valamint progeszteron, glükóz és koleszterin 

szérumértékek a Kontroll, ovariektómizált (OVX), valamint akut stressznek (Kontroll-S, 

OVX-S) kitett állatcsoportokban. Az adatokat átlag±SEM formában ábrázoltuk, *: vs. Kontroll), 

†: vs. Kontroll-S, ‡: vs. OVX. (társszerzői eredmények) 

5.2.2 Az ovariektómia és a stressz hatása a szérum ösztrogén és progeszteron szintre 

A Kontroll és OVX patkányok szérumában meghatároztuk a női nemi hormonok 

koncentrációját. A vizsgálat során az OVX állatok ösztrogén szintje nem érte el az alsó 

detekciós értéket (4,9 pg/ml), amely sikeres ovariektómiára utal.  A Kontroll állatok kb. 

25%-nak volt mérhető ösztrogénszintje, melyet az állatok eltérő ciklusa magyarázhat. A 

szérum progeszteron szint minden állatcsoportban a mérhető tartományba esett. 

Szignifikánsan magasabb (több, mint háromszoros) szérum progeszteron szintet mértünk a 

Kontroll-S (35,6±4,8 ng/ml), valamint az OVX-S (21,9±4,0 ng/ml) patkányokban a 

Kontroll (10±2,9 ng/ml) és az OVX (2,8±0,5 ng/ml) állatok értékeihez viszonyítva 

(n=8/csoport, p<0,001 Kontroll-S vs. Kontroll; p<0,01 OVX-S vs. OVX) (19. ábra). Akut 

stressz hatására a Kontroll-S, illetve az OVX-S csoportban a progeszteron szintben 

bekövetkező emelkedés (25,6 ng/ml, ill. 19,1 ng/ml) hasonló mértékű volt (1. táblázat).  

 

 

 

19. ábra: Kemilumineszcens módszerrel 

meghatározott szérum progeszteron szintek. 

Az akut stressz-protokollnak alávetett állatok 

progeszteron szintje jelentősen emelkedett. 

(n=8/csoport, S - stresszelt, OVX - 

ovariektómizált, p<0,05) (társszerzői 

eredmények) 
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5.2.3 Az ovariektómia befolyásolja a szívizomsejtek kontraktilis funkcióját 

Vizsgálataink során a Kontroll és az OVX patkányok bal kamrai szívizomszövetéből 

izolált, membránfosztott szívizomsejteken (n=10/csoport) az Faktív-ot, az Fpasszív-ot, 

valamint a pCa50-et 2,3 µm-es szarkomerhosszon határoztuk meg (20. ábra).  

 

20. ábra: Érzékeny erőmérőhöz, valamint egy elektromágneses motorhoz rovartűk segítségével 

rögzített membránfosztott patkány bal kamrai szívizomsejt fénymikroszkópos képe. (szarkomer 

hossz 2,3 µm, nagyítás 320x) (A). A szívizomsejt erőmérés során rögzített eredeti regisztrátum, 

melyen megfigyelhető a maximális kalciumtartalmú aktiváló oldatban (pCa 4,75) mért 

kalciumfüggő aktív erő (Faktív) és a kalciummentes relaxáló oldatban (pCa 9) mért kalcium 

független passzív erőkomponens (Fpasszív) a Kontroll és az ovariektómizált (OVX) állatcsoportban 

(B). 

 

Az Faktív szignifikánsan nagyobbnak bizonyult OVX, valamint OVX-S állatok 

esetében a Kontroll, illetve a Kontroll-S állatokhoz viszonyítva (25,9±3,4 kN/m
2
 és 

26,3±3,0 kN/m
2
 vs. 16,4±1,2 kN/m

2
 és 14,4±0,9 kN/m

2
, p<0,05). Ezzel szemben az akut 

stressz nem befolyásolta az Faktív-ot sem a Kontroll, sem az OVX állatcsoportban. A stressz 

hatására a pCa50-ben bekövetkező csökkenés nem bizonyult statisztikailag szignifikánsnak.  

Sem az ovariektomia, sem pedig a stressz nem befolyásolta a Fpasszív, valamint az nHill 

koefficiens értékét. Nem találtunk fénymikroszkóppal látható különbséget a különböző 

állatcsoportokból izolált szívizomsejtek harántcsíkolatában, azonban méréseink alapján az 

OVX, illetve az OVX-S állatok felhasznált szívizomsejtjeinek keresztmetszete 

szignifikánsan kisebb volt (21. ábra). A szarkomerhossz-erő összefüggés mind a négy 

állatcsoportban megőrzött volt, nyújtás hatására nőtt az Faktív, illetve az Fpasszív is.  
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21. ábra: Az ovariektómia és a stressz hatása a szívizomsejtek kontraktilis funkciójára.  

Az ovariektómián átesett állatokból izolált szívizomsejtek (OVX, OVX-S) aktív ereje (Faktív) 

emelkedett (A).  A kalcium érzékenységi görbék félértékeinek (pCa50) alakulása a négy 

állatcsoportban (B). Az ovariektómia és a stressz nem befolyásolta a szívizomsejtek passzív erejét 

(Fpasszív) (C) és a Hill-koefficienst (D). Az OVX állatcsoportokban mért szívizomsejtek 

keresztmetszete kisebb (E). (n=10 sejt, 5-7 állatból/csoport) (a szívizomsejtek mérése részben 

társszerzői támogatással történt) 

 

5.2.4 Az ovariektómia és stressz hatása a miofilamentáris fehérjék összetételére és 

foszforilációs állapotára 

A szívizomsejtek fehérje-összetételét SDS-gélelektroforézist követő Coomassie 

festéssel, míg a fehérjék foszforiláltsági állapotát speciális foszfoprotein festési eljárással 

vizsgáltuk. Ezen kísérletek során nem találtunk lényeges különbséget a miofilamentáris 

fehérje-összetételben a Kontroll és OVX csoportok között. A TnI foszforilációja 

szignifikánsan magasabb volt az OVX állatokban a Kontroll csoporthoz viszonyítva 

(153±14,4% vs. 98,5±4%, p<0,001), ez azonban nem mutatott összefüggést a 

szívizomsejteken mért pCa50-el (r = 0,268, p = 0,73). Az OVX-S állatcsoportban mérhető 

TnI foszforiláció (113,1±3,6%) összevethető volt a Kontroll és Kontroll-S csoportokban 

meghatározott értékekkel. A MyBP-C foszforilációja szignifikánsan magasabbnak adódott 

OVX állatokban a Kontroll csoporthoz viszonyítva (167,7±7% vs. 131,4±5,5%, p<0,001), 
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azonban az OVX-S állatokban további, szignifikáns emelkedés nem volt megfigyelhető 

(182,9±6,2%). A funkcionális méréseknél tapasztalt változatlan Fpasszív értékeknek 

megfelelően nem találtunk különbséget a titin foszforilációban a négy állatcsoport között 

(22. ábra).  

 

 

22. ábra: Fehérjeösszetétel és fehérjefoszforiláció a Kontroll és ovariektómizált (OVX) 

állatok szívizommintáiban. Változatlan fehérjeösszetétel a Kontroll (1), stresszelt kontroll 

(Kontroll–S) (2), OVX (3) és OVX-S (4) állatok bal kamrai szívizomszövetében. (Coomassie blue 

mennyiségi fehérjefestés, 4%-os poliakrilamid gél 0,5%-os agarózzal erősítve, MHC – miozin 

nehézlánc) (A). Emelkedett troponin-I összfoszforiláció (P-TnI) az OVX csoportban (B). A 

miozin-kötő C fehérje összfoszforilációja (P-MyBP-C) emelkedett az OVX és OVX-S állatokban 

(C). Változatlan titin összfoszforiláció a négy állatcsoportban (D). (A fehérje foszforilációt 

proteinmennyiségre normalizáltuk és egy belső kontroll százalékában fejeztük ki, p<0,05). 
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5.2.5 A szívizomsejt kontraktilis funkció összefüggése a miokardiális fehérjék 

foszforilációjával, valamint a női nemi hormonok szintjével 

A szívizomsejtek funkcionális paramétereit a fehérje foszforiláció értékeivel 

összevetve szignifikáns korrelációt találtunk az Faktív, valamint a MyBPC foszforiláció 

között (r=0,986, p<0,05). A titin foszforiláció ugyanakkor nem mutatott összefüggést a 

szívizomsejteken meghatározott Fpasszív-vel (r=0,139, p=0,86). A szérumban mért 

progeszteron szint és a szívizomsejteken meghatározott pCa50 értékek között szignifikáns, 

inverz korreláció volt megfigyelhető (r=0,963, p<0,05) (23. ábra).  

 

 

23. ábra: Összefüggés a fehérjefoszforiláció, a progeszteron szint és a szívizomsejtek 

kontraktilis funkciója között. Korreláció a miozin-kötő C fehérje (MyBP-C) összfoszforilációja 

és a szívizomsejtek aktív ereje (Faktív) között (r=0,986, p<0,05, lineáris regresszió) (A). A 

szívizomsejtek kalcium érzékenysége (pCa50) inverz korrelációt mutat a szérum progeszteron 

szinttel (r=0,963, p<0,05, lineáris regresszió).  
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6 Megbeszélés 

6.1 A mieloperoxidáz enzim (MPO) hatása a humán szívizomsejtek mechanikai és 

biokémiai jellemzőire  

Az MPO hatását izolált, humán szívizomsejteken vizsgálva megállapítottuk, hogy (1) 

a MPO az in vitro kísérleti körülmények között rontotta a kalciumfüggő izometriás 

erőgenerálást, növelte a kalcium független passzív erőt és csökkentette a kalcium 

érzékenységet; (2) az MPO által kiváltott funkcionális változások kivédhetők voltak MPO-

inhibitorral, valamint az antioxidáns metionin alkalmazásával, az MPO kiváltotta passzív 

erő növekedés redukálószerrel revertálhatónak bizonyult; (3) az aktin fehérje SH-

oxidációja, valamint az aktin és a MyBP-C karbonilációja H2O2 és H2O2+MPO kezelés 

hatására növekedett; (4) az MPO által kiváltott funkcionális hatásokat az MPO klorinációs 

aktivitása közvetíti (24. ábra).  

 

24. ábra: A mieloperoxidáz enzim vizsgálata során kapott eredményeink összefoglalása 

(Magyarázat a szövegben) 

 

Miokardiális gyulladás és I/R károsodás során az oxidatív stressz növekedése és 

kontraktilis diszfunkció kialakulása figyelhető meg
(15)

. Méréseink során az MPO+H2O2 

kezelés szignifikánsan csökkentette a szívizomsejtek aktív erejét és jelentősen csökkentette 

a kalcium érzékenységet is. Ezzel szemben egy 30 μM-os H2O2 oldatban történt inkubáció 
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önmagában csupán az aktív erő kisebb mértékű csökkenését eredményezte, míg 3 μM 

H2O2 kezelésnek nem volt szignifikáns hatása a szívizomsejtekre. Ez összhangban áll azzal 

a korábbi tanulmánnyal, melyben 10 μM H2O2 nem csökkentette a maximális Ca-aktiválta 

erőt permeabilizált patkány szív preparátumokban
(103, 104)

. A H2O2 hatása önmagában 

koncentráció dependens: növekvő koncentrációk alkalmazása egyre nagyobb mértékben 

károsítja a szívizomsejt kontraktilis funkcióját. Az MPO+H2O2 kezelés aktív erőre kifejtett 

jelentős károsító hatásának hátterében azonban a reakcióban képződő erős oxidáns, a HOCl 

állhat. Egy korábbi vizsgálatban a HOCl kezelés (10 és 50 μM, 1 perc) szignifikánsan 

csökkentette a maximális erőt
(103)

, az MPO+H2O2 kezelés hatásához hasonlóan. A 

MPO+H2O2 kezelés során fénymikroszkóppal vizsgálva a szívizomsejtek harántcsíkolata 

nem változott, azonban fontos megjegyezni, hogy elektronmikroszkópos vizsgálatok során 

HOCl hatására a miofilament hálózat sérülése igazolódott
(103)

. A kalcium független passzív 

erő H2O2 hatására kismértékben, míg H2O2+MPO hatására jelentős mértékben fokozódott. 

Ezen eredményeink összefüggésben állnak a korábbi megfigyeléssel, miszerint 

membránfosztott patkány trabekulák esetében az alacsony H2O2 koncentráció (10 µM) nem 

növelte a passzív erőt, míg a HOCl-val történő kezelés (10 µM és 50 µM) annak 

szignifikáns emelkedését okozta
(104)

. Bizonyított, hogy az óriás szarkomer fehérje, a titin 

molekuláris rugóként működve kulcsszerepet játszik a membránfosztott szívizomsejtek 

passzív erejének kialakításában
(105)

. A szívizomsejtek passzív ereje titin izoformaváltás
(63)

, 

valamint poszttranszlációs módosulások (foszforiláció
(106)

, SH-oxidáció
(72)

 és feltehetően 

karboniláció) hatására változhat. Korábbi eredmények alapján oxidatív stressz hatására 

diszulfid hidak képződnek a titin molekulák N2B unique sequence régiójában (N2B-Us), 

melynek hatására nő a fehérje rigiditása
(72)

. Jelen tanulmányunkban nem sikerült biokémiai 

módszerekkel kimutatni a titin fehérje H2O2+MPO kezelést követő SH oxidációját és 

karbonilációját, funkcionális méréseinkben azonban a DTT szignifikánsan csökkentette a 

szívizomsejtek H2O2+MPO kiváltotta Fpasszív növekedését. Az MPO hatás redukálószerrel 

megvalósított revertálhatósága annak oxidatív természetére utal. 

H2O2+MPO kezelés hatására kísérleteinkben szignifikáns csökkenést tapasztaltunk 

kalciumérzékenységben, amely ellentmondásban áll egy korábbi tanulmány 

eredményeivel, ahol HOCl kezelést követően a pCa50 érték emelkedését tapasztalták
(104)

. 

Az eltérő eredmények hátterében több tényező is állhat: kísérleteinkben nem ismert például 

a keletkező HOCl mennyisége, így a két kísérleti elrendezésben különbség lehet az 

alkalmazott dózist illetően, emellett a permeabilizált miocitákon, illetve trabekulákon 
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elvégzett kezelés nehezen vethető össze egymással. A H2O2 kezelés nem volt hatással a 

sejtek kalcium érzékenységére, így azt feltételezzük, hogy az inkább struktúrális, mintsem 

regulatórikus változásokat okoz a miofilamentumok szintjén, akár az erőgeneráló 

kereszthidak számának csökkentése révén. MacFarlane és munkatársai
(25)

 hasonló 

eredményeket kaptak, amikor szuperoxid anion kezelésnek tettek ki permeabilizált patkány 

szívizom preparátumot: az aktív erő dózisfüggő csökkenését a szuperoxid anion 

kereszhidakra gyakorolt hatásával magyarázták. Kísérletükben - eredményeinkhez 

hasonlóan - a kalcium-érzékenység változatlan maradt.  

Az utóbbi években számos CV megbetegedésben (például I/R károsodás, akut MI, 

HFpEF) igazolták az MPO szerepét. Az MPO, mint biomarker szérumszintjének 

meghatározása hasznos lehet ezen kórállapotok diagnosztizálásában, az enzim gátlásának 

pedig kiemelt szerepe lehet ezen kórképek kezelésében
(45, 107)

.  Az MPO gátlás potenciális 

negatív immunológiai következményei ellenére az MPO-inhibitorok jelenleg is számos CV 

megbetegedés (miokardiális infarktus, HFpEF) kezelésére klinikai kipróbálás alatt állnak. 

Az általunk alkalmazott MPO-I, a 4-aminobenzhidrazid képes volt kivédeni az MPO 

szívizomsejtekre gyakorolt káros hatásait. Az inhibitorhoz hasonlóan az antioxidáns, HOCl 

scavenger aminosav, a Met is képes volt megakadályozni azt, hogy az MPO kifejtse 

funkcionális hatásait, amiből arra következtetünk, hogy az észlelt változásokért az MPO 

klorinációs aktivitása tehető felelőssé. Ez utóbbi megállapításunkat MPO aktivitás assay-

vel is megerősítettük. A HOCl leggyorsabban kéntartalmú aminosavakkal (Met, Cys) 

képes reakcióba lépni
(108)

, ennek megfelelően az általunk alkalmazott nagydózisú Met 

képes volt hatástalanítani a HOCl oxidatív kapacitását. A Met oldalláncok oxidációjával 

Met-szulfoxid (MetSO) keletkezik. Mivel ez a folyamat MetSO-reduktáz jelenlétében 

reverzibilis
(33)

, így a Met-nak potenciálisan protektív szerepet tulajdonítanak oxidatív 

stresszel járó kórfolyamatokban
(31)

. Korábbi tanulmányok alapján ismert, hogy a 

fiziológiásan releváns Met oldallácok oxidációja a fehérjék funkciókárosodását 

okozhatja
(109)

, mely utóbbit kimutatták szívizomfehérjék esetében is (pl. aktin)
(110)

. Fontos 

azonban megjegyezni, hogy a HOCl károsító mechanizmusának nagy reakciósebessége 

miatt a HOCl keletkezésének gátlása hatékonyabb lehet, mint a már létrejött HOCl 

közömbösítése.  

Az MPO inhibitorral és Met-nal két ponton is sikeresen kivédtük az MPO oxidatív 

hatásait. A redukálószer DTT azonban a csak részlegesen volt képes visszafordítani az 

MPO-indukált mechanikai változásokat: a passzív erőt a kiindulási értékre csökkentette, 
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azonban az aktív erőt és a pCa50 értéket nem befolyásolta. Az MPO által közvetített 

oxidatív hatások sokfélesége
(24)

 miatt valószínűsíthető, hogy esetünkben több, különböző 

reakció eltérő poszttranszlációs módosításokat eredményezett a szívizomfehérjéken. Az 

Cys SH oldalláncai például oxidáció hatására mind reverzibilis (intra- és intermolekuláris 

diszulfid-hidak képződése), további oxidáció hatására pedig irreverzibilis (szulfinsav, 

szulfonsav) reakciókban vesznek részt
(35)

. Ugyanígy a Met is szenvedhet reverzibilis és 

irreverzibilis (Met-szulfon) módosulást
(33)

, a HOCl pedig bizonyítottan fehérje 

karbonilációt is okoz, amely szintén irreverzibilis folyamat.   

Jelen tanulmányunkban a H2O2+MPO hatására megfigyelt szívizom SH oxidáció 

összhangban áll a szívizom szeleteken nagydózisú HOCl által kiváltott SH oxidációval
(111)

. 

Korábbi tanulmányokban kimutatták, hogy oxidatív hatások jelentősen módosíthatják az 

aktin és miozin filamentumok szerkezetét
(112)

. Humán bal kamrai szívizomsejteken az 

oxidatív hatású DTDP pedig csökkentette az aktin és a miozin-könnyűlánc-1 SH-tartalmát, 

mellyel párhuzamosan csökkent a szívizomsejtek aktív erőgenerálása
(27)

. Mindezek alapján 

kísérleteinkben mi is megvizsgáltuk az egyes szívizomfehérjék SH oxidációjának 

mértékét: aktin esetében szignifikáns SH tartalom csökkenést tapasztaltunk, azonban ennek 

mértéke nem növekedett MPO hatására, így ez önmagában nem magyarázza a 

szívizomsejtek aktív erejének csökkenését. 

Egy, a munkacsoportunk által korábban használt miokardiális infarktus egér 

modellben a kalcium-érzékenység csökkenéséhez az aktin és MHC karbonilációja társult, 

míg magas koncentrációban alkalmazott H2O2 az aktin karbonilációját idézte elő
(113)

. Jelen 

tanulmányunkban 0,1 mM-nál magasabb H2O2 dózist annak MPO gátló hatása miatt nem 

alkalmaztunk
(45)

, így a funkcionális méréseinknél is használt 30 μM-os kezelést követően 

értékeltük a fehérjék karbonilációját.  Az aktin és MyBP-C esetében kismértékű 

növekedést tapasztaltunk a karbonilációs indexben.  Mivel ezen paraméterben további 

növekedést nem észleltünk az MPO kezelés hatására, így az MPO-indukált funkcionális 

hatásokat nem tudtuk egy-egy konkrét szívizomfehérje SH oxidációjával, vagy 

karbonilációjával magyarázni.  

A szívizom fehérjék között kialakuló keresztkötéseket nem-redukáló pufferben feloldott 

mintákon vizsgáltuk. Canton és munkatársai
(30, 102)

 nem-redukáló körülmények között 

aktin, tropomiozin és dezmin fehérjék esetében kereszthídképződést mutattak ki H2O2 

perfúziót követően patkány szívizomban, valamint Tm dimerek kialakulását tapasztalták 

szívelégtelen betegekből származó biopsziák vizsgálatakor. Kísérletünkben mi ezzel 
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szemben egy aktin és Tm ellenes antitestre jelet adó fehérjekomplexet azonosítottunk nem-

redukáló körülmények között, melynek mennyisége MPO kezelés hatására a 

várakozásokkal ellentétben csökkent. A jelenség hátterében valószínűleg az állhat, hogy a 

kezelés hatására a fehérje oldhatósága csökkent, így nem-redukáló pufferben oldva 

kevesebb tudott a gélbe jutni. 

Az MPO szívizomsejtekre kifejtett hatásának közvetítésében egyéb 

fehérjemódosulások (pl. klorináció
(114)

, nitrálás
(115)

, Met oxidáció, szulfonsav-

képződés
(116)

, fehérjedegradáció
(31)

) is szerepet kaphatnak, melyek vizsgálatára kísérleteink 

nem terjedtek ki.  

Jelen tanulmányunkban az MPO rontotta a szívizomsejtek kontraktilis funkcióját. 

Számos tanulmány született már az oxidatív stressz káros hatásairól, azonban újabb 

bizonyítékok egy sokkal komplexebb kép mellett szólnak. Kimutatták ugyanis, hogy az 

enyhe oxidatív stressz akár kardioprotektív is lehet, sőt akár javíthatja is a kontraktilis 

apparátus teljesítményét
(35, 117)

. Összességében elmondható, hogy az oxidatív ágensek 

szívizomra kifejtett hatása nagyban függ azok erősségétől és természetétől, valamint a 

miofilamentumok redox környezetétől.  

6.2 A stressz és a női nemi hormonok hatásai a szívizomsejtek kontraktilis funkciójára és 

a miofilamentáris fehérjék foszforilációjára  

Az elmúlt évtizedekben a fizikai és emocionális stressz, valamint a női nemi 

hormonok kardiovaszkuláris rendszerre gyakorolt hatásairól számos tanulmány került 

publikálásra. Ugyanakkor továbbra is kevés adat áll rendelkezésre ezen tényezőknek a 

szívizom kontraktilis funkcióra és a miofilamentáris fehérjerendszerre kifejtett hatásairól. 

Fontos megjegyezni, hogy a különböző állatmodellekben az alkalmazott stressz típusa, 

időtartama, és az alkalmazás módja (akut, vagy krónikus) nagyban befolyásolhatja a 

kiváltott válaszokat, illetve azok mértékét. Mivel a krónikus stressz hatásai a fellépő 

deszenzitizáció miatt nehezen tanulmányozhatóak, így jelen állatmodellünkben az akut 

stressz hatásait vizsgáltuk. A kísérletünkben alkalmazott akut stressz protokoll (hideg 

immobilizációval) hatására az ACTH és kortikoszteroid szintek növekedése, a 

szívfrekvencia csökkenése és a pulzustérfogat emelkedése következik be
(118)

. 

Kísérleteink során kimutattuk, hogy 1. a stressznek kitett állatcsoportokban 

(kontroll-S, OVX-S) a szérum progeszteron szint több mint háromszor magasabb, mint a 

kontroll és OVX állatokban; 2. az OVX állatokból származó szívizomsejtek Faktív-ja 
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szignifikánsan magasabb a kontroll állatokéhoz képest; 3. Fpasszív és kalcium érzékenység 

(pCa50) nem különbözik az egyes állatcsoportok között, azonban akut stresszt követően 

pCa50 jelzett csökkenése figyelhető meg; 4. a szérum progeszteron szint inverz korrelációt 

mutat a pCa50 értékekkel; 5. a miofilamentáris fehérjék összetétele nem különbözik a 

vizsgált állatcsoportokban, ugyanakkor a MyBP-C foszforilációja szignifikánsan magasabb 

az OVX állatokban (25. ábra). 

 

25. ábra: Az ovariektómia és az akut stressz vizsgálata során kapott eredményeink 

összfoglalása (Magyarázat a szövegben) 

 

Ismert, hogy stressz hatására a szérum progeszteron szint nemtől függetlenül 

jelentősen megemelkedik, melynek hátterében a hormon mellékvesekéregből történő 

szekréciója áll
(82, 84, 119)

. A progeszteron (kortizol előanyaga) szint növekedése fontos 

komponense a szervezet hipotalamusz-hipofízis-mellékvesekéreg (HPA) tengelye által 

közvetített stresszválasznak
(119, 120)

. A progeszteronszint jelentős emelkedése az általunk 

vizsgált állatmodellben is megfigyelhető volt a stressznek kitett Kontroll, és OVX-en 

átesett állatcsoportban. Sze és kutatócsoportja
(121)

 hím és nőstény patkányokon úszás 

hatására a szérum progeszteron szint szignifikáns növekedését mutatták ki, bár ennek 

kiindulási szintje és a növekedés mértéke némiképp elmaradt a kísérleteinkben az OVX és 

OVX-S csoportokban megfigyelt változásoktól. Kalil és munkatársai
(84)

 az immobilizáció, 

mint stresszforrás hatására bekövetkező szérum progeszteron emelkedés időbeli lefolyását 

vizsgálva szignifikáns mértékű emelkedést mértek a stressz első óráiban nőstény, hím, 

ovariektomizált nőstény, valamint gonadektómián átesett hím állatokban is. A 

progeszteron szint emelkedésének mértéke ebben a modellben teljes mértékben 
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összevethető volt saját kísérleteinkben a Kontroll és az OVX állatcsoportokban mért 

hormonszintekkel. 

A progeszteron szívre gyakorolt hatásait számos tanulmány vizsgálta, azonban a 

progeszteron receptorok bal kamrai szívizommintákban történő kimutatására irányuló - 

progeszteron receptor (PR) A és B magreceptor ellenes antitestek felhasználásával végzett 

- kísérletek mind egér
(122)

, mind pedig humán szövetekben negatív eredménnyel 

zárultak
(123)

. Ezzel szemben humán pitvari szívizomzatban ösztrogén hatására a PR mRNS 

szintjének növekedését igazolták, melyet fehérjeszinten is sikerült kimutatni 

posztmenopauzás nőkben, ugyanakkor a PR-expresszió fokozódása a férfiakból származó 

szövetekben nem volt igazolható
(124)

. Irodalmi adatok a progeszteron kardiovaszkuláris 

hatásait egyre inkább nem genomi útvonalak aktiválódásával hozzák összefüggésbe
(125)

. 

Az, hogy ezek a gyors szignáltranszdukciós utak is szerepet kapnak a progeszteron 

válaszban, felveti az akut stressz által kiváltott progeszteronszint emelkedés esetleges 

hatásait a szívizomsejtek kontraktilis működésére és/vagy annak szabályozására.  

A stressz hatására felszabaduló katekolamin többlet a β-adrenerg jelátviteli úton 

keresztül a PKA aktiválódásához vezet. A TnI PKA-mediált foszforilációja a 

miofilamentáris rendszer kalcium érzékenységének csökkenése révén befolyásolja a 

kontraktilis funkciót
(99)

. Jelen tanulmányunkban nem találtunk jelentős különbséget a pCa50 

értékek között a négy állatcsoportban, csupán egy, a stressz hatására bekövetkező, 

kismértékű, nem szignifikáns kalcium érzékenység csökkenés volt megfigyelhető a 

stressznek kitett Kontroll-S, illetve az OVX-S állatcsoportok esetében, ez azonban nem járt 

együtt a TnI fehérje foszforilációs állapotának változásával. Az ellentmondó eredményeket 

az általunk használt nem kináz- és foszforilációs hely specifikus festési eljárás is 

magyarázhatja. Kísérleteink során ugyanis az egyes fehérjék összfoszforilációs szintjét 

határoztuk meg, mely nem ad információt a különböző protein-kinázok (PKA, PKC-βII, δ, 

ε) által mediált specifikus foszforilációs helyekről. Utóbbiak foszforilációja ugyanis akár 

ellentétes módon is befolyásolhatja a miofilamentáris rendszer kalcium érzékenységét
(126)

. 

Meg kell jegyezni ugyanakkor, hogy a PKA-függő foszforiláció szintje rágcsálók esetében 

magasabb, mint a nagyobb emlősök esetében, ami megnehezíti a kisebb különbségek 

kimutatását
(127)

.  

Kísérleteink során szignifikáns összefüggést találtunk a szérum progeszteron szint és 

a szívizomsejtek pCa50 értékei között. Ez arra utal, hogy a Kontroll-S, illetve az OVX-S 

állatokban megfigyelt kismértékű, nem szignifikáns Ca
2+ 

érzékenység csökkenés kiváltója 
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az emocionális stressz volt. A megfigyelésünk alapján azonban nem dönthető el 

egyértelműen, hogy a Ca
2+ 

érzékenységre a stressz indukált progeszteron, vagy a stressz 

hatására kialakuló β-adrenerg túlsúly volt hatással. Feridooni és munkatársai
(128)

 a 

progeszteron akut hatásait vizsgálva egér szíven ugyancsak a Ca
2+

 érzékenység 

csökkenését figyelték meg a nőstények esetében progeszteron adását követően, mely 

változás progeszteron receptor antagonistával kivédhetőnek bizonyult. A progeszteron 

ugyanakkor hím állatokban nem befolyásolta a Ca
2+

-érzékenységet.  

Ovariektómiát követően a β-adrenerg receptorok upregulációja és a β-adrenerg 

jelátviteli út stimulációja következik be
(129)

, mely a szíven pozitív inotróp hatást közvetít, 

emeli a szívfrekvenciát és a kontraktilitást
(130)

. Kísérletes körülmények között az 

ovariektómia növeli mind az alap és az izoprenalin-indukálta kontrakciót, valamint a β1-

adrenerg receptor expresszióját
(131)

. A β1-adreneg receptor stimulációja Gs proteineket 

aktiválva a cAMP koncentráció növekedéséhez és PKA aktiválódáshoz vezet. A PKA 

képes foszforilálni a miofilamentáris fehérjéket, többek között a MyBP-C-t is
(132)

. A 

MyBP-C fehérje foszforilációja gyorsítja az aktin-miozin kereszthidak kialakulásának 

kinetikáját
(133)

 és növeli a kalcium aktiválta maximális erőt
(134)

. Ezen megfigyeléssel 

összhangban, kísérleteinkben is szignifikáns Faktív növekedést tapasztaltunk az OVX 

állatokban. Ezen felül a MyBP-C foszforilációja szignifikáns korrelációt mutatott az Faktív 

értékekkel. Eredményeink alapján az OVX állatokból izolált szívizomsejtek Faktív 

növekedésének hátterében az ovariektómia hatására bekövetkező β1-adreneg stimuláció 

következtében kialakuló MyBP-C foszforiláció állhat. A női szívizomsejtekben 

fiziológiásan is kisebb és lassabb kontrakciókat, valamint alacsonyabb Ca
2+ 

tranzienseket 

mutattak ki, melyek hozzájárulhatnak a nők esetében megfigyelhető alacsonyabb CV 

rizikóhoz
(135)

.  

Wattanapermpool és munkatársai
(136)

 patkányokban emelkedett kalcium 

érzékenységet és csökkent miofibrilláris ATPáz aktivitást találtak 10 héttel az ovariektómia 

után. Ezzel szemben kísérleteinkben 16 héttel az ovariektómiát követően a pCa50 értékek 

az OVX és a Kontroll állatcsoportban nem különböztek. A tapasztalt eltérés az 

ovariektómia után a szívizom kontraktilis funkciójában az esetleges kompenzatórikus 

mechanizmusok aktiválódásának időfüggésére hívja fel a figyelmet. 

Munkánk során nem találtunk különbséget az egyes állatcsoportok között sem az 

Fpasszív értékekben, sem pedig annak fő regulátorának, a titin fehérjének a foszforilációs 

állapotában. Bupha-Intr
(137)

 patkány trabekula preparátumokon, illetve szívizommintákon 
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végzett kísérleteiben az ovariektómia ugyancsak nem volt hatással a szívizom merevségre, 

a kollagén tartalomra, valamint a titin izoforma arányra sem. Nőkben azonban a bal kamra 

szívizomzat nagyobb merevsége hozzájárulhat a diasztolés diszfunkció gyakoribb 

előfordulásához.  

A tanulmányunkban alkalmazott stressz forma (hideg és immobilizáció) a 

mindennapi életben viszonylag ritkán fordul elő. Az akut, főként emocionális vagy fizikai 

stressz hatására létrejövő, a klinikai gyakorlatban is gyakran megfigyelhető takotsubo 

kardiomiopátia (TCM) a bal kamra és szívcsúcs átmeneti, az esetek többségében teljesen 

reverzibilis falmozgászavara. A betegek szérumában háromszor magasabb katecholamin 

koncentráció mutatható ki, mint a MI-ban szenvedő betegeknél
(96)

. A TCM az esetek döntő 

többségében posztmenopauzális nőkben alakul ki. Ueyama és munkatársai
(138)

 a TCM 

patkánymodelljében kimutatták, hogy az OVX állatok között nagyobb mértékben csökkent 

a bal kamra funkció azokban az egyedekben, akik nem részesültek ösztrogénpótlásban. A 

TCM patofiziológiája máig nem ismert teljes mértékben, azonban a közelmúlt kutatásai 

világossá tették, hogy egyes betegekben a korai szövődmények (akut szívelégtelenség, 

malignus kamrai ritmuszavarok, hirtelen halál) kialakulása mellett a szívfunkció tartós 

károsodását is eredményezheti. A TCM lehetséges kiváltó okainak alaposabb megismerése 

az elmúlt években jelentősen megváltoztatta ennek a korábban benignusnak vélt 

kórállapotnak a klinikai megítélését. Ezáltal egyre nagyobb igény mutatkozik a TCM 

hátterében álló akut és késői folyamatok részletes feltérképezésére, valamint adekvát, 

specifikus terápia kidolgozására.  
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7 Összegzés 

 

Az oxidatív stressz és az akut stressz fontos szerepet játszik számos 

kardiovaszkuláris betegség (pl. miokardiális inkarktus, iszkémia-reperfúziós károsodás, 

szívelégtelenség) kialakulásában. Összetett hatásmechanizmusuk egyik pilléreként a 

miofilamentáris fehérjék poszttranszlációs módosításai által kontraktilis diszfunkciót is 

előidézhetnek. 

A mieloperoxidáz enzim (MPO) hatására képződő oxidánsok in vitro az aktív erő és 

a miofilamentáris rendszer kalcium érzékenységének csökkentése, valamint a passzív erő 

növelése révén károsítják a humán bal kamrai szívizomsejtek kontraktilis funkcióját. Ezen 

funkcionális hatások létrejöttében szerepet játszhat a szulfhidril-csoport (SH) oxidáció, míg 

a fehérje karboniláció jelentősége elhanyagolhatónak tűnik. A MPO hatásai MPO 

inhibitorral és az antoxidáns hatású metioninnal kivédhetőek. Az azonosított funkcionális 

és biokémiai eltérések terápiás jelentőséggel bírhatnak az MPO által indukált kontraktilis 

diszfunkció és miofilamentáris fehérjeváltozások kivédésében/visszafordításában 

emelkedett MPO szinttel járó kardiovaszkuláris kórfolyamatokban. Kísérleteinkben 

kimutattuk, hogy az akut stressz hatására jelentős mértékben növekszik a szérum 

progeszteronszint mind nem ovariektomizált, mind pedig ovariektomizált nőstény 

patkányokban. Az ösztrogén hiánya befolyásolja a bal kamrai izolált szívizomsejtek 

funkcióját: a miozin-kötő C fehérje (MyBP-C) foszforilációja által növekszik a Ca
2+

-

aktivált erőgenerálás. A szérum progeszteron szint növekedésével párhuzamosan csökken a 

miofilamentáris rendszer kalcium érzékenysége, melynek hátterében a szervezet 

emocionális stresszre adott védelmi válasza állhat. 

Az oxidánsok károsító és a női nemi hormonok védő szerepének pontos 

mechanizmusa a fent említett kardiovaszkuláris betegségekben továbbra sem teljesen 

tisztázott. A specifikus miofilamentáris fehérje módosulások funkcionális hatásainak 

pontosabb megértése nagyban hozzájárulhat a kardiovaszkuláris betegségek újszerű 

kezelési lehetőségeinek kifejlesztéséhez. 

A disszertáció elkészítését a GINOP-2.3.2-15-2016-00048 számú, „Életet  

veszélyeztető akut megbetegedések súlyossági és halálozási mutatóinak javítása 

 transzlációs orvostudományi megközelítésben – Stay Alive” című projekt  

támogatta. A projekt az Európai Unió támogatásával, az Európai Regionális  

Fejlesztési Alap társfinanszírozásával valósult meg. 
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8 Summary 

 

Oxidative stress and acute stress have been showed to play an important role in the 

pathogenesis of several cardiovascular pathologies (myocardial infarction, 

ischemia/reperfusion injury, heart failure). Among multiple pivotial effects they also 

induce contractile dysfunction by posttranslational modifications of myofilament proteins.  

In our experiments the MPO-derived oxidants contributed to myocardial contractile 

dysfunction in vitro by decreasing the cardiomyocyte force production and the 

myofilament Ca
2+

 sensitivity and increasing the passive force component in human 

cardiomyocytes. These functional alterations could be induced by SH group oxidation, 

however, seemed to be independent from carbonylation of myofilamentary proteins. The 

deleterious effects of MPO could be prevented by MPO inhibition and the antioxidant Met. 

The identified functional and biochemical alterations may provide a pharmacological tool 

for the prevention and/or reversion of MPO-induced contractile dysfunction and 

myofilament protein alterations, which could have therapeutic implications in cardiac 

pathologies characterized by elevated MPO levels. In our other study, single acute stress 

significantly increasd serum progesterone levels in both non- ovariectomized and 

ovariectomized rats. The lack of estrogen alters contractile function of left vetricular 

isolated cardiomyocytes by increasing Ca
2+

-activated force production through myosin-

binding protein C phosphorylation. Parallel with the stress-induced increase in the serum 

progesterone level, a decrease in the myofilament Ca
2+

-sensitivity could be observed. The 

latter might be a protective response of the body to the emotional stress. 

The exact mechanisms underlying the detrimental effects of oxidants and the 

protective effects of female hormones in the pathogenesis of the above-mentioned cardiac 

pathologies remains unanswered. Better understanding of the functional consequences of 

the specific myofilament protein modifications may lead to the development of novel 

therapeutic approches for cardiovascular diseases. 

 

The preparation of this doctoral thesis was supported by 

 GINOP-2.3.2-15-2016-00048 Stay alive project of the European Union  

and co-financed by the European Regional Development Fund. 
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