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Roviditések jegyzéke

ABAH - 4-aminobenzhidrazid (MPO inhibitor)
ACE - angiotenzin konvertaz enzim
ACS  —akut koronaria szindroma

ACTH — adrenokortikotrop hormon

ADH - antidiuretikus hormon

ATl  —egyes tipusu angiotenzin receptor

BK — bal kamra

COX  —ciklooxigenaz

CRH  —kortikotropin elvalasztast serkenté hormon
Ccv — kardiovaszkularis

DM — diabetes mellitus

DTDP — dithiodipiridin

DTT  —dithiotreitol

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA - ectilén-glikol-tetraecetsav

F — kalcium-fiigg6 aktiv erd

F...  —kalcium fliggetlen passziv erd

H.O, — hidrogén peroxid

HFpEF — szivelégtelenség megtartott ejekcios frakcioval
HOCI — hipoklorossav

HPA  — hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely

HRT  — hormonpotlo terapia

I/IR — iszkémia-reperfiizid
Kl — karbonilaciés index
LDL  —alacsony denzitasu lipoprotein

MetSO — metionin-szulfoxid
MHC  — miozin nehézlanc

MI — miokardialis infarktus
MLC-1 — miozin konnytilanc-1
MMP  — matrix metalloproteinaz

MPO  —mieloperoxiddz enzim



MPO-1 — MPO-inhibitor

MyBP-C — miozink6td C-fehérje
N2B-Us — N2B unique sequence
nHill  — Hill-koefficiens

NOS  —nitrogén-monoxid szintaz
ONOO- - peroxinitrit

OVX  —ovariektomizalt

PBST — tween tartalmu foszfat puffer

pCa, —Ca”" érzékenység

PKA — protein-kinaz A

RAAS - renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
ROS — reaktiv oxigén szarmazékok

RNS — reaktiv nitrogén szarmazékok

SH — szulfhidril

SOD  —szuperoxid dizmutaz

TCM  — Takotsubo kardiomiopatia
m — tropomiozin
Tnl — troponin-1

X0 — Xantin-oxidaz



1 Bevezetés

A miokardialis infarktus (M), az iszkémias szivbetegség és a szivelégtelenség a fejlett
orszagokban a kardiovaszkularis okbol bekovetkez6 halalozas jelentds hanyadaért tehetéek
felelossé. Ezen korképek kialakulasa soran a szivizomzatban jellegzetes strukturalis €s
funkcionalis valtozasok kovetkeznek be, melyek egyiittesen a sziv funkcidjanak
karosodasahoz vezetnek. A miokardidlis diszfunkci6 hattérében allo folyamatok feltarasa
alapveté fontossagu, hiszen ezek alaposabb megismerése 01j tamadasponttal rendelkez6
gyogyszerek kifejlesztéséhez, ennek kovetkeztében pedig a kardiovaszkularis mortalitas
csokkenéséhez vezethetnek. A kardiovaszkularis rendszert érinté megbetegedések
kialakuldsa sordn a sziv szisztolés és diasztolés funkciézavarahoz a miofilamentaris
fehérjerendszert érintd oxidativ karosodasok, valamint a B-adrenerg jelatviteli Gitvonal altal
kozvetitett foszforilacids valtozasok is nagymértékben hozzajarulnak.

Epidemioldgiai  vizsgalatok alapjan a kardiovaszkularis megbetegedések
eléfordulasa és azok rizikofaktorainak megoszlasa tekintetében a ndi és férfi nem kozott
markans kiilonbségek figyelhetok meg. Utdbbiak részben a néi nemi hormonok protektiv
hatdsaival hozhatok Osszefliggésbe. A hagyomanyos rizikofaktorok mellett a
kardiovaszkularis megbetegedések kialakuldsaban szerepet jatszhat az emocionalis, vagy
fizikai stressz is, mely a PB-adrenerg utvonalat aktivalva fejti ki hatasat. Ezen tényezdk
részletesebb vizsgalata nagyban hozzajarulhat a néi nemi hormonok kardiovaszkularis

betegségekben betoltott szerepének pontosabb megismeréséhez.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Az oxidativ stressz Szerepe és jelentdsége a kardiovaszkularis megbetegedésekben

2.1.1 A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) keletkezése

Oxidativ stresszr6l akkor beszéliink, amikor a sejtekben, szovetekben keletkezd
reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) és nitrogén intermedierck (RNS) mennyisége
meghaladja a szervezet antioxidans rendszereinek kapacitasat, igy utobbiak nem képesek
semlegesiteni a ROS/RNS molekuldk oxidativ potencialjat, ami a szervezet molekulainak
(fehérjék, lipidek, nukleinsavak) karosodasahoz vezet. A ROS/RNS keletkezésének
lehet6ségei és hatasaik részletes targyalasa meghaladjak ezen értekezés kereteit, igy a
kovetkezOkben a témavalasztdsunk szempontjabdl fontos résztvevok kiemelésével
alkotunk képet a folyamatrol, az egyéb kapcsolodo elemek szerepét csak emlités szinjén
targyaljuk.

A ROS keletkezésének legismertebb forrasa a biologiai oxidacio, vagy sejtlégzés
folyamata, melynek soran a szervezet molekularis oxigén felhasznalasaval allit el6
energiat. A sejtek aerob metabolizmusanak energiatermeld folyamataban a molekularis
oxigén négyelektronos redukciojaval viz keletkezik (1. abra A panel). Az oxigén
tokéletlen redukcidja azonban ROS keletkezéséhez vezet. A ROS tehat a molekularis
oxigén tokéletlen redukcidja soran a mitokondriumokban (elektrontranszportlanc 1-es
komplex, NADH-dehidrogenaz, valamint 3-as komplex, ubiszemikinon és redukalt
citokrom-b)®, ezen kiviil példaul gyulladasos folyamatokban a NAD(P)H-oxidaz (Nox)
hatdsara a fagocitdkban, a biotranszformacidé folyamatdban a majban (citokrom p450),
valamint nem enzimatikus uton (ionizalé sugarzas, fotolizis, nitrogén-oxidok, 6zon) is
keletkezhet. Szivizomsejtekben foként a Nox2 és 4 és a xantin-oxidaz (XO) miikodése
révén termelédnek ezen reaktiv intermedierek, azonban a szervezet ROS/RNS generalo
enzimei koz¢ tartozik a nitrogén-monoxid szintaz (NOS), a citokrom p450, a ciklooxigenaz
(COX) és a lipoxigenaz is®®.

ROS keletkezése soran az oxigénbdl, egy elektron hozzaadasaval szuperoxid (O;")
jon létre, mely egy gyengébb szabadgyok, beldle szuperoxid dizmutaz (SOD) hatasara
hidrogén-peroxid (H,0,) képzédik. A H,0, egy stabil® és membranpermedbilis



molekula®, melynek in vivo koncentracidja nagymértékben fiigg a képz6dési és lebomlési
sebességét61(5’ 9 A H,0, semlegesitését két enzimrendszer végzi a szervezetben: magas
H,0; koncentracioénal a katalaz enzim, mig alacsony H,O, koncentracioknal a glutation-
peroxidaz enzim redukalt glutation felhasznalasaval redukalja a H,O,-t vizzé. Amennyiben
nem semlegesitddik, gy a H,O, fémionokkal (vas, réz) reakcioba 1épve egy elektron
hozzaadasaval hidroxil-gyokot ("OH) képez a Fenton reakcidoban, vagy a mieloperoxidaz
(MPO) enzim ko-szubsztratjaként hipoklérossavat (HOCI) hoz létre (1. abra B panel).
El8bbi nagy reaktivitassal és extrém rovid életidével (10°%s) rendelkezik'”, utobbi az MPO
effektoraként késdbb keriil részletes bemutatasra. Az RNS képzdédés folyamatdban a
molekularis oxigénb6l NOS hatdsara nitrogén-monoxid szabadgyok (‘NO) jon létre. A
‘NO-bol O, felhasznaldsaval nitrogén-dioxid (NO), vagy szuperoxiddal egyesiilve
peroxinitrit (ONOQO") keletkezik (1. abra B panel).

A ROS/RNS tagjai kozott megkiilonboztetiink szabadgyokoket (0,7, 'OH, ‘NO) és
nem szabadgyok tipusti szarmazékokat (H;0,, szinglet oxigén (*Oy)). Szabadgydkiknek
nevezzilk azokat az atomokat vagy molekuldkat, amelyek kiilsé elektronhéjukon
parositatlan elektronnal rendelkeznek, ennek koszonhetden rendkiviil reakcidoképesek.
Rovid életideji molekuldk, azonban nem gydk tipusi molekuldkkal reagalva tjabb
szabadgyokoket képeznek, oxidativ lancreakcidt inditva el, igy nagyobb tavolsagokban is

érvényesiil hatasuk.

A
de
le le le le l

o, —> 0O,” —>2 ” H,0, ——> °*OH —> H,0
B 1. abra Szabadgyokok képzodése.
0 A molekularis oxigén redukcidja vizzé

2 . o oo
\os NAD(P)H oxidz, NOS, '(A). Re'aktlv oxigén és nitrogén
COX, mitokondrium intermedierek keletkezése (B).
i (Magyarazat a szovegben. 0O,
NO 0, szuperoxid, ‘OH: hidroxil gyok, NOS:
V \ / Y)D nitrogén-monoxid  szintdz, COX:
ciklooxigenaz, ‘NO: nitrogén-
«— - MPO, CI . .

NO, ONOO H,0, —— HOCI monoxid, SOD: szuperoxid-dizmutaz,
Fenton NO.: nitrogén-dioxid, ONOO:
reakcié peroxinitrit, MPO: mieloperoxidaz,

*OH HOCI:hipoklérossav.) (Kalyanaraman

B, Redox Biology 1, 2013 alapjan)
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2.1.2 Oxidativ stressz kardiovaszkularis megbetegedésekben

Az oxidativ stressz kozponti szerepet jatszik a gyulladassal jar6 kardiovaszkularis
korallapotokban:  hipertoniaban,  atheroszklerdzisban, iszkémia-reperfizios  (I/R)
karosodéasban, MI-ban, bal kamrai (BK) remodelling sorén és szivelégtelenségben®.

Fiziologias koriilmények kozott a ROS részt vesznek az ératmérd szabalyozasaban,
azonban a tulzott ROS produkcidé endothél diszfunkcio, lipid peroxidacidé és simaizom
proliferacié révén a magas vérnyomasra jellemzé érdiszfunkcié kialakulasahoz vezet® 19,
Az ateroszklerdzis progresszidjdban az endotélsejtek, makrofdgok ¢és az érfal
simaizomsejtjei altal termelt ROS az alacsony denzitasu lipoproteint (LDL) oxidalva
gyulladdsos folyamatokat inditanak be™, endotél diszfunkcidt okoznak™®  és
destabilizaljak az ateroszklerotikus plakkokat. A plakk ruptara kovetkeztében létrejovo
csokkent vérellatas az érintett szivizomszovet oxigénhianyos allapotat okozza, mely MI-
hoz és I/R karosodashoz vezet. Oxigén paradox néven ismert az a jelenség, mely szerint az
oxigénhidnyos allapotot kdvetd reperfuzid alatt éri nagyfoka oxidativ kéarosodds a
szivizomszovetet”. Ennek hatterében egyrészt az iszkémia alatt a szivizomsejtekben
felszaporodott nagy mennyiségi XO, valamint Nox2 és Nox4 upregulacio™ allnak,
melyek a reperfuzio soran oxigén felhasznalasaval szabadgydkoket képeznek®. A
neutrofilek bedramlasa az oxigénhidnyos teriiletre iszkémia alatt ugyan lassu®™ ), azonban
a reperfizid soran a miokardium altal generalt proinflammatorikus szignalok hatasara
bearamld neutrofil granulocitakbol kiszabadulé ROS gyors akkumulacioja figyelhetd meg,

melyek direkten karositjak a szivizomsejteket™> 9.

Kisérletes koriilmények kozott
leukocytamentes vérrel torténd reoxigenizacié csokkentette az infarktus méretét™”,
klinikai vizsgalatok soran ugyanakkor az anti-neutrofil terapia alkalmazasa nem hozta meg
a vart eredményt(15).

A Ml-ban megfigyelhetd szivizomsejt elhalast kovetden a hegszovet kialakuldsa
soran 1Ujboli, leukocyta bearamlassal jar6 gyulladasos reakcid =zajlik le az érintett
szivizomzatban. A tilzott mértékii gyulladasos folyamatok azonban koros atepiiléshez, n.
adverz remodellinghez és szivelégtelenséghez vezethetnek'®. BK-i remodelling soran a
ROS novekedési jelatviteli utvonalakat aktivalnak, igy hipertréfidhoz vezetnek ™,
aktivaljak a matrix metalloproteindazokat (MMP), igy kollagén degradaciot kivaltva
hozzajarulnak a BK dilataciohoz®. MI-t kovetéen a Nox2 és a Nox4 emelkedett

(13, 20)

expresszidjat igazoltak szivizomsejtekben ¢s kimutattak, hogy MI utan p47phox
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(Nox2 regulatorikus faktor) és Nox4 knockout egerekben kisebb mértékii szivizomsejt
hipertrofia, BK dilatacié és BK diszfunkeié alakul ki® 2. Szivelégtelenségben a ROS a
Ca®*-ATP-4zok miikddésének befolyasoldsa révén a szivizomsejtek Ca?* tltoltddéséhez,
ezaltal kontraktilis diszfunkci(')hoz(zs), valamint endotél diszfunkcid, intersticialis fibrozis

¢és apoptozis kialakulashoz vezetnek®.

2.1.3 Oxidativ fehérjekarosodasok a szivizom kontraktilis rendszerében

A ROS nemcsak indirekt modon (Ca2+ homeosztazis zavara, kinazok aktivalasa),
hanem a miofilamentalis fehérjék funkcidjanak direkt karositdsa révén is képesek
csokkenteni a kontraktilis rendszer erdgenerald képességét, ezaltal kontraktilis diszfunkciot
eléidézni®%® . A H,0, szivizomra kifejtett hatdsai példaul két csoportba sorolhatok: 1.
direkt fehérje oxidacid, melynek soran a szulthidril (SH)-csoport oxidacido és/vagy
karbonilacié megy végbe (aktin, miozin kénnyilanc-1 (MLC-1)@"; 2. indirekt hatasok,
amikor a H,O, masodlagos messengerként protein kinazokat aktival (redox signaling,
protein-kinizz C delta (PKCS3), troponin I (Tnl) foszforilacio® 2. A H,0,
koncentraciofiiggd modon BK  diszfunkcidt okoz patkany szivben® és  diszulfid-
hidképzddést indukal aktin és tropomiozin (Tm) esetében®”,

A kontraktilis rendszer oxidativ karosoddsa a szarkomerek szintjén egyes
aminosavak modositasaval valosul meg.

A metionin (Met) oxiddcidja soran metionin-szulfoxid (MetSO) keletkezik, amely
enzimatikusan, a MetSO-reduktaz segitségével képes visszaalakulni a kiindulasi

aminosavva®h

. Ezek alapjan a fehérjék felszini Met oldallancait, a szervezet endogén
antioxidansaiként, hatékony szabadgyok scavengerként tartjak szamon®?, A MetSO
azonban nagyobb mértékli oxidativ karosodas hatasara irreverzibilisen metionin-szulfonna
alakulhat®®® %9,

A cisztein (Cis) aminosav terminalis SH csoportjanak koszonhetéen szintén
rendkiviil érzékeny az oxidativ kdrosodasra. A Cis szabad SH csoportjainak oxidacidjakor
intra- vagy intermolekularis diszulfid hidak (RS-SR’) keletkezhetnek az instabil szulfénsav
(R-S-OH) intermedieren keresztiil, vagy anélkiil. A szulfénsav tovabbi ROS hatasara
szulfinsavva (R-SO,H), majd szulfonsavva (R-SOsH) alakul. Oxidalt glutationnal torténd
reakcioban glutationilalt tiol (RS-SG), hidrogén-szulfid hatasara szulfthidralt tiol (R-SSH),
NO hatasara S-nitrozilalt tiol (R-S-NO) képzédik, mig nitroxil (HNO) hatasara
12



szulfinamid, vagy diszulfid jon 1étre®®®.

Az S-glutationildlds ¢és diszulfid-képzddés
reverzibilis, mig a szulfon sav keletkezése irreverzibilis reakcio®”. Ujabb eredmények
szerint az eddig irreverzibilisnek gondolt szulfinsav keletkezéssel jard oxidacio
sulfiredoxinnal revertalhato®®. A kozelmult kutatasai megerdsitették, hogy nem minden,
Cis-t ¢érint6 oxidativ poszttranszlaciés modositas vezet a kontraktilis funkcio
csokkenéséhez: enyhe oxidativ stresszt kovetden a fehérjék S-nitrozilalasa (SNO)
kardioprotektiv, HNO hatasara pedig a kalcium-érzékenység €s kontraktilis eré ndvekedése
figyelhetd meg. Ugyanakkor a fehérjéken megfigyelték a redox-allapot érzékelésére

alkalmas ciszteinek jelenlétét, amelyek a sejt oxidativ stimulusra adott vélaszat

szabalyozzak (redox-switches)®® (2. abra).

N
SH |
O—sH l \ ' IRREVERZIBILIS
ROS !
ROS i
—SH |—=|( —soH|—2=5 —so,H—>>( —so,H
i I
H,S l//‘ Gsmol '\\?sse J(GSH \
GSH GSH
—ssH <= | —sNO 3 [ 556 <!

— R s

2. abra A cisztein oxidativ poszttranszlaciéos modositasai. A cisztein szabad SH csoportjanak
reverzibilis atalakulasa diszulfidda (-SS-), vagy szulfénsavva (-SOH). Protektiv mechanizmusok:
szulfhidracié (-SSH), S-nitrozilacio (-SNO) és S-glutationilacié (-SSG). A szulfénsav intermedier
reakcidi: diszulfid, szulfenilnamid (-S-N-), valamint szulfinsav (-SO,H) és szulfonsav (SOsH)
képz6dés. (Chung, Circ. Res. 2013. alapjan)

Nagyobb mértékli oxidativ stressz hatasara a szivizomfehérjék karbonildcioja
kovetkezik be. Direkt oxidacidval a fehérjék lizin, arginin, prolin és threonin aminosav
oldallancain alakulhatnak ki karbonil csoportok. A fém katalizalt reakcié (Fenton reakcié —
vas jelenlétében, in vivo) soran aldehidek és ketonok keletkeznek, példaul glutamat-
szemialdehid argininb61®”. Emellett lipideken, szénhidratokon és elérehaladott glikacios
végtermékeken (advanced glycation end-products, AGESs) keletkezett karbonilgyokokkel
reakcidba 1épve cisztein, lizin ¢és hisztidin aminosavakon is kialakulhatnak

karbonilszarmazékok masodlagos reakcid soran®® (3. dbra).
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3. abra Fehérje aminosav oldallincok Kkarbonilaciéjanak mechanizmusa. (Magyarazat a
szovegben) Nystrom T, The EMBO Journal, 2005 alapjan

A tirozin aminosavak oxidativ hatasra nitralodhatnak és klorinalédhatnak. A 3-

klorotirozin az MPO-miikédés specifikus markere®®, mig nitrotirozin keletkezhet MPO “*

M 65 ONOO™ @@ reakcidi soran is. MPO hatdsara a tirozin aminosav tirozil gyokké is

oxidalodhat, majd két tirozil gyok ditirozinnd Osszekapcsolodva fehérje kereszthidakat

képez(42).

2.2 A mieloperoxidaz enzim (MPO)

2.2.1 Az MPQ jellemzoi, klorinacios és peroxidaz aktivitdsa

Az MPO (EC 1.11.2.2) - az eozinofil (EPO), tiroid (TPO) és laktoperoxidaz (LPO)
mellett - a hemperoxidaz enzimcsalad tagja(43). Az enzimcsalad tagjai miikddésiik sordn a
koszubsztratként funkcionalé H,O, felhasznalasaval tesznek szert erds oxidalo erore,
mellyel effektorként vesznek részt a korokozok elleni kiizdelemben (MPO - baktériumok
elpusztitasa, EPO - parazitdk elleni kiizdelem, és a célpont molekuldk poszttranszlacids
modositasa; TPO - a szervezetbe keriilé jodid-ion oxidalasa atomi jodda). Az MPO -az
enzimcsalad tagjai koziil egyediil- képes arra, hogy a H,O; oxidativ potencialjat emelve a
kloridion (CI') oxidaciojaval hipoklorossavat (HOCI) hozzon 1étre™?.

Az MPO a leukocitdk azurofil granulumaiban talalhatd, leukocita aktivaciot
kovetden szekretalodik és vesz részt a természetes immunvalaszban. Féként neutrophil

granulocitdk tartalmazzdk, azonban fellelhetd monocitdkban, valamint a szoveti

makrofagok egyes tipusaiban is®. Természetes immunvélaszban betdltott baktériumald
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szerepe mellett a fagoszomakon kiviil keriilve gyulladasos folyamatokban az altala
létrehozott ROS a szervezet szdveteit, fehérje, lipid és DNS szerkezetét is karosithatjak®®,

Az MPO enzim egy 144 kDa molekulatomegii tetramer, amely két megegyez6 -
egy-egy konnyli és egy-egy nehéz polipeptid-lancot tartalmazd - alegységbdl épiil fel,
melyeket diszulfid-hid kot Ossze. Mindkét alegység egy-egy hem prosztetikus csoportot
tartalmaz, melyek az enzimcsalad tobbi tagjatol eltéréen kettd helyett harom kovalens
kotéssel rogziilnek. Utdbbiak a protoporfirin vaz helyzetét megvaltoztatva az enzim
nagyobb reaktivitasat és klorinalasi képességét biztositjak“®).

Az MPO miikddése soran ROS-t képez, halogenizacios (klorindcios), illetve
peroxidaz ciklusan keresztiil. Mindkét ciklus elsé 1épése a H,O, redukaldsa vizzé,
mikozben az enzimben talalhaté hem-vas a nyugalmi Fe** (ferri) allapotbol Fe** (ferril)
allapotba keriil (Compound I, ‘Fe**=0). Ebbél az aktivalt allapotbél az enzim két-
elektronos redukciéval (halogenizacios ciklus), vagy két egymast kovetd egy elektronos
redukcioval (peroxidaz ciklus) tud nativ allapotaba visszatérni. Utobbi esetben a
Compound Il (Fe**-OH) allapot is kozbeiktatasra keriil®® (4. abra). Mivel a
halogenizacios ciklus két-elektronos oxidéacioja soran - a kevéssé reaktiv, thiol oxidacioban

részt vevo - hipotiocianat (HOSCN)“"

és kis mennyiségii hipobromossav (HOBr) mellett
in vivo leginkabb, kisérleti koriilményeink kozott pedig kizardlag a nagy reaktivitasu HOCI
keletkezik, ezért a tovabbiakban az MPO ezen aktivitasara, mint klorindcios aktivitdasra
hivatkozunk. A peroxidaz aktivitas miikodése soran reaktiv nitrogén intermedierek

(nitrozonium ion (NO™), nitrit, NO,), tirozil-gyok és ditirozin keletkeznek.

/ 2
HOCI cr
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4, abra A mieloperoxidaz enzim (MPO) Kklorinaciés (fent) és peroxidaz (lent)

aktivitasa (magyardzat a szé6vegben)
Az MPO miikodése az MPO-inhibitor (MPO-I) 4-aminobenzhidrazid (ABAH)
segitségével gatolhato. Az ABAH az MPO Compund I és II altal oxidalodik, és a képzddo
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gyokok az enzimet a klorindciés és peroxidaz cikluson kiviil allo, lassu turnoverrel

rendelkez6 Compund IIlI-ba taszitjak, igy mindkét emlitett aktivitas gétl()dik(45).
2.2.2 Az MPQ jelentosége kardiovaszkularis megbetegedésekben

Ismert, hogy a teljes, vagy részleges MPO deficienciaval ¢l6 személyek (2000-4000
kaukazusi emberbdl 1) kozott kisebb a CV  megbetegedések el6fordulasanak

Valészinﬁsége(44). Az MPO génjében tobb nukleotid polimorfizmust is kimutattak, melyek

hatassal lehetnek az MPO koncentracidjara és aktivitasara (-463G/A: GG - magasabb MPO
mRNS és fehérjeszint, -129G/A: A allél - csokkent MPO szérumszint). Emellett a MPO
(48)

enzim szintje a kor elérehaladtaval nd, valamint n6kben magasabb, mint férfiakban

A koOzelmult kutatasai alapjan az MPO igéretes biomarker a CV
megbetegedésekben. Osszefiiggést mutattak ki az MPO plazmaszintje és a MI mortalitasa
(49)
t

kozott™, a MPO-t ezen kivill gyulladdsos biomarkerként azonositottak iszkémids

®0 Az MPO a nitrogén-

szivbetegségben és akut koronaria szindromaban (ACS) is
monoxid felhasznalasaval csokkenti a vazodilataciot®?, jelenléte pedig kimutathato az
ateroszklerotikus  plakkban is, ahol képes oxidalni az LDL-t*?. Az MPO
plazmakoncentracioja nem kiilonbozik iszkémias és non-iszkémias kardiomiopatiaban, ami
az enzim fliggetlen szerepére utal a BK diszfunkcid kialakulasaban®?. Mindezek alapjan a
MPO gatlasa igéretes terapias célpont lehet az infarktusért felelds ér megnyitasa soran

bekovetkezd reperfiizios karosodas kivédésében €s/vagy csokkentésében.

2.2.3 A mieloperoxidaz f6 effektora, a hipoklorossav (HOCI)

MPO hatasara H,0O; és kloridion reakcidja soran nagy reaktivitisu HOCI keletkezik
A MPO klorinacioés aktivitasa soran képz6dé HOCI erés oxidaloszerként ismert, emellett
gyenge sav, fiziologias pH-n a konjugalt bazisaval, a hipoklorit-anionnal (OCI’) egyenld

48 Rovid ¢letideje ellenére a HOCI-t nagy reaktivitdsa és széles

aranyban van jelen
célspektruma a leukocitak leger6sebb oxidansava teszi, membranpermeabilis molekulaként
az intracellularis célpontokat is eléri. Az MPO éltal generdlt HOCI koncentracidja
mikromolos nagységrendﬁ(54), azonban gyulladasos szdvetben millimolos értéket is
elérhet®). Antimikrobialis hatdsa mellett a szervezet fehérje-, lipid- és DNS-szerkezetét is
képes karositani. A HOCI nukleotidokkal torténd reakcidja kloraminok (RNHCI, RR’NCI)

képzédéséhez(%) ,,,,,,
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zsirsavakkal ¢és koleszterinnel klorhidrineket képezve képes a membranstruktarak
stabilitasat csokkenteni®?.

A HOCI a fehérjék aminosav-oldallancaival nagyfokt reaktivitast mutat, a
kovetkez6 sorrendben: Met > Cis >> His ~ a-aminosavak > Trp > Lys >> Tyr ~ Arg > GIn
~ Asn®®. Emellett kimutattak, hogy a nem csak a HOCI kézvetleniil, hanem a hatésara
képz6ds kloraminok (Lys, His) is képesek oxidélni az aminosavakat®”. A HOCI altal
kivaltott fehérje poszttranszlacidos modositasok magukba foglaljak a Cis aminosavakbol
szulfenil-klorid intermedieren keresztiil 1étrehozott diszulfidok képzédését(sl), valamint a
kloraminok aldehiddé alakulasakor 1étrejové karbonil-csoportok keletkezését is®). Tyr
aminosavat klorindlva 3-klorotirozint hoz Iétre, amely a HOCI-okozta oxidativ

fehérjekarosodas specifikus markere®”. Metioninnal szembeni nagy reaktivitdsa miatt az

aminosav, mint HOCI-scavenger és endogén antioxidans ismert®?,

2.3 Atitin 6riasfehérie szerepe a szarkomerben

A titin a szarkomer legnagyobb fehérjéje, molekuldris rugoként miikddve felelds a
szivizomsejt kalcium fliggetlen passziv erejének (Fpassziv) kialakitasaért. A titin a fél
szarkomeren végightuzodik, a Z lemezt6l az M savig terjed, biztositja a szarkomer magas
foka rendezettségét(m) . Az oriasfehérje tobb miofilamentalis és regulatorikus fehérjével all
kapcsolatban, részt vesz jelatviteli folyamatokban, mechanoszenzorként érzékelni képes a
diasztolés megnyulas és a szisztolés kontrakcid alatt bekdvetkezd erdvaltozasokat®?.
Szerepe van a korai diasztolés visszarendez6désben, valamint a Frank-Starling
mechanizmusra jellemz6 hosszfliggd aktivacioban®®.

EmlGs szivizomban a titin két izoformaja talalhaté meg: a hosszabb és rugalmasabb
N2BA (~3,2-3,7 MDa) és a rovidebb és merevebb N2B (~3 MDa)®¥, melyek aranya
egészséges human szivizomzatban 35:65-re tehet. Ragcsaloszivben ugyanakkor szinte
kizarolag a rovidebb ¢és merevebb N2B izoforma fordul eld6. A titin fehérje
nyUjthatésagaért a szarkomer I savjaban talalhatd, ~1 MDa-0s szakasz a felelés, amely a
proximalis és disztalis immunglobulinszerii (Ig) doméneket, a PEVK (prolinban,
glutaminsavban, valinban és lizinben gazdag) régiot, valamint az N2B elemet tartalmazza.
Az N2BA izoforma N2A elemet is tartalmaz, ezen kiviil egy tovabbi, Gn. k6zéps6 Ig

doménnel és valtozd hossziisagh PEVK régioval rendelkezik, melyek biztositjadk ezen

izoforma magasabb foku rugalmassagat®® (5.abra).
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Az N2BA és N2B titin izoforméak aranyanak megvaltozasa (titin izoforma valtas)
hatassal van a szivizomsejtek passziv fesziilésére. Dilatativ kardiomiopatidban az
N2BA/N2B arény novekedését és csokkent Fpui-t figyeltek meg®. Ugyanakkor magas
frekvencidji kamrai ingerléssel indukalt szivelégtelenség kutyamodellben az N2B
izoforma emelkedett expresszidja megndvekedett titin fiiggd szivizomfesziiléssel tarsult®®,
A titin merevségét poszttranszlaciés modositasok is befolyasoljak, ugyanis a fehérje a
szivizomsejt passziv fesziilését befolyasold foszforilacios helyekkel rendelkezik (protein-
kinaz A, G, Ca (PKA, PKG, PKCa)(67), Ca’*/kalmodulin fliggd protein kinaz 11
(CaMKIN®®). A HFpEF-ben szenvedd betegek szivébdl szarmazdé membranfosztott
szivizomsejteket emelkedett Fpaseiv jellemzi, hatterében eddig a titin fehérje N2B
foszforilacigjat igazolték(64‘ 89.70) A Kisérletek soran PKA ¢és PKG kezelés csokkentette az
Fpassziv-t. Ezzel szemben a PKCa a PEVK régiét foszforildlva emeli a titin merevségét,
ezaltal a szivizomsejt Fpamiv-tm). A titint ér6 oxidativ karosodasok is fontos szerepet
jatszhatnak az Fpassiv Szabalyozasaban: a N2Bus régioban oxidacidé hatdsara 1étrejovo

diszulfid hidak novelik a szivizomsejtek passziv fesziilését™.

Z-lemez
M-sav

Izoformak N2B PIEVK

N2B W iH ]
Proximlis Ig ® ®® Disztalislg

szegmens szegmens

N2A PEVK

Ko6zéps6 tandem
Ig szegmens
N2Bus
5. abra A titin fehérje szerkezete. (Magyarazat a szovegben. Ig — immunglobulin-szet

domén, PEVK - prolinban, glutaminsavban, valinban és lizinben gazdag régi6, N2Bus —
N2B unique sequence régid) LeWinter, Circulation, 2010 alapjan
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2.4 A nbinem és a stressz szerepe kardiovaszkularis megbetegedésekben

2.4.1 A noi nemi hormonok védao szerepe

A nem fontos szereppel bir a CV megbetegedések kialakuldsaban, az alkalmazott

7. Szamos tanulmanyban

terapia hatékonysdgaban, valamint a mortalitasban egyaran
igazoltak, hogy a menopauza eldtt allo6 ndk esetében kisebb a CV megbetegedések
kialakulasdnak valdszinlisége a menopauzan atesett nokhodz, valamint a férfiakhoz
viszonyitva. Nokben az iszkémids szivbetegség kialakulasa 10-15 évvel késObbre tehetd a

(") Menopauza elétti néknél kisebb a BK

kedvezébb lipid profilnak koszonhetéen
hipertrofia és remodelling incidenciaja, valamint az I/R kérosodas mértéke"™. A HFpEF
eléfordulasa gyakoribb idds nék esetében, melyhez hozzajarul az obezitas és a diabetes
mellitus (DM) magasabb prevalenciaja, valamint a ndi szivizomzat emelkedett intrinsic
fesziilése is'"®. Ezen megfigyelések a néi nemi hormonok (0sztrogén és progeszteron)
kardioprotektiv hatdsat valoszintisitik, azonban a hormonpo6tld terapia (HRT) - habar
kisérletes kortilmények kozott pozitiv eredményeket mutatott - klinikai alkalmazas soran

mégsem javitotta a kimenetelt, sét ndvelte a CV rizikot"™®.

2.4.1.1 Az 6sztrogén szerepe a kardiovaszkularis rendszerben

Az Osztrogén egy szteroidhormon, mely hatdsat magreceptorain (ERa és ER),
valamint membranreceptoran (GPR30) keresztiil fejti ki, ezaltal egyes gének
transzkripcidjdnak szabalyozasa mellett gyors, nongenomikus sejtvalaszokat is

indukalhat™. Az Osztrogénreceptorok ndkben és férfiakban egyardnt kimutathatdak

(76)

szivizomsejtekben, fibroblasztokban, endotél- és érfal simaizom sejtekben'™. SoOt, az

Osztrogén androgénbdl aromatdz enzim segitségével végbemend lokalis konverzigjat is

megfigyelték zsirszovetben'™). 10j4

hipertrofidban és szivelégtelenségben, mig ERP knock-out egéren megndvekedett BK
hipertrofiat és fibrozist (79) valamint nagyobb I/R kéarosodast és nekrozist észleltek"™,

Az Osztrogén stimuldlja az angiotenzinogén szintézisét, azonban a renin
elvalasztast, az ACE aktivitast, az ATl-es angiotenzin receptorok denzitasat és az
aldoszteron termelédést csokkenti, igy a renin-angiotenzin rendszerre (RAAS) gatld hatast

(’8)  Emellett a NOS expresszigjat és aktivitasat génszinten

kifejtve csokkenti a vérnyomast
¢és citoplazmatikus kontrollal befolyasolva eldsegiti az NO mediélt vazodilataciot (9)

valamint I/R kéarosodas soran az L-tipusti Ca** csatornakat S-nitrozilalva csokkenti a sejtek
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Ca" taltoltddését™. Anti-inflammatorikus és antioxidans hatasa a ROS termel8dés és az

apoptozis csokkentésében ¢és a hdsokk valasz kialakulasdnak eldsegitésében nyilvanul

m eg(80, 81)

2.4.1.2 A progeszteron hatasai a kardiovaszkularis rendszerben

A progeszteron a petefészek altal termelt mennyiséggel azonos, vagy azt

(82)

meghalad6 szinten termelddik a mellékvesében is™“. Stressz allapotokban - 1évén a

kortizol prekurzora(83) - a mellékvese progeszteron termelése és szekrécidja nemtdl €s

Osztrogéntdl fliggetleniil emelkedik®!

(85)

adrenokortikotrop hormon (ACTH) stimulécio
hatasara A progeszteron genomikus ¢€s non-genomikus valaszokat aktival
magreceptorokon (PR-A és PR-B) és membrankotott receptorokon keresztiil (mPRa-¢).
Elébbi esetben receptorai nukleéris transzkripcios faktorként miikddve progeszteron
reszponziv elemekhez kotddve szabalyozzak a target gének transzkripcidjat, ami egy
lassabb progeszteron valaszt eredményez. Bebizonyosodott azonban, hogy a progeszteron
membrankotott receptorokon keresztiil szamos szignaltranszdukcios utvonalat aktivalva
(PKA, PKG, PKC, ERK) is képes hatasait kozvetiteni. Ez utobbira mint non-genomikus
valaszra hivatkozunk, azonban meg kell jegyezni, hogy ezen citoplazmatikus tUtvonalak
gyors aktivalédasa mind traszkripcid fiiggd, mind pedig transzkripcid fliggetlen hatasokat
is eredményezhet®® 87,

A progeszteron a gyulladasos reakcio gatldsa révén csokkenti az I/R-s karosodas

®8) emellett a repolarizacié felgyorsitasaval antiarritmias hatast is kifejt®?. Képes

mértékét
gatolni az szivizomsejtek apopt(')zisait(go), érfal simaizom sejteken antiproliferativ hatést
kozvetit®. Normotenziv és hipertenziv betegekben NOS aktivaciot kovetden az NO szint

S . Ry ’ o . r r 7
emelésével vazodilatacidt okoz, igy csokkenti a Vernyomast(8 ),

2.4.2 A stressz szerepe a kardiovaszkularis korképekben

Az ismert CV rizikofaktorok - mint a dohdnyzas €s az egészségtelen taplalkozas -
mellett a pszichoszocialis Stressz is karos hatast gyakorol a CV rendszerre. Ennek egyik
megnyilvanuldsa a Takotsubo kardiomiopatia (TCM, stressz kardiomiopdtia, ,,broken

heart” szindréma), mely els6sorban menopauzdn atesett ndknél alakul ki, nagyfoku

©2  TCM-ban a katekolamin szint

ugrasszerii emelkedése utan a BK apikalis hipokinézise és ballonszer( tdgulata jon 16tre®?,

emociondlis vagy fizikai stresszhelyzetet kdvetden

melynek hatterében a B2-adrenerg receptorok Gs-r6l Gi  fehérjére  torténd
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atkapcsolodasat® és az ennek hataséra bekovetkezé szivizomsejt kontraktilitas csokkenést
valoszinlsitik. A betegség prognodzisa jo, a falmozgaszavar az esetek tobbségében néhany
nap vagy hét alatt eltinik®, azonban 4-5%-os akut mortalitas jellemzi a kc')rképet(%).

A szervezet stresszvalasza a hipotalamusz-adenohipofizis-gliikokortikoid (HPA) -
tengelyen keresztiil valosul meg. Idében el0szor a mellékveseveld katekolaminszekrécidja
¢s a szimpatikus idegrendszer aktivacioja kovetkezik be, majd a szervezetet érd stressz
hatasara hipotalamusz két neurohormonja a kortikotropin felszabaditd6 hormon (CRH) és az
antidiuretikus hormon (ADH) noveli az adenohipofizis ACTH elvalasztasat, amit perceken
beliil gliikkokortikoid szekrécio kovet, melynek hatasai ordk mulva jelentkeznek.
Gliikokortikoidok hatadsara a CV rendszer valaszkészsége a szimpatikus aktivalassal
szemben fokozodik®”. A szimpatikus idegrendszer aktivalddasa a B-adrenerg jelatvitelen
keresztiil kdzponti szerepet jatszik a szivizomsejtek kontraktilis funciojanak és Ca®*
érzékenységének szabalyozdsadban. A kontraktilis fehérjék (miozink6té C-fehérje (MyBP-
C), troponin-1 (Tnl), titin) PKA-medialt foszforilacidja befolyasolja a szivizomsejtek

kontraktilis mitkodését®e109,
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3 Célkitilizések

1. A miokardialis infarktus és az iszkémia/reperfuzios karosodas kialakuldsaban szerepet

jatsz6 mieloperoxidaz enzim (MPO) hatdsmechanizmusanak vizsgalata

In vitro modellrendszerben, human bal kamrai szivizommintak felhasznalasaval célul

tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk

- a MPO és szubsztratjanak, a hidrogén peroxidnak hatasait membranfosztott
szivizomsejtek kontraktilis funkcidjara

- a MPO peroxidaz és klorinacios aktivitasanak kovetkeztében létrejovd oxidativ
miofilamentaris  fehérjemodosulasokat ~ (szulhidril ~ (SH)-csoport  oxidacio  és
karbonilacio)

- a MPO-indukalt funkcionalis hatasok és biokémiai valtozdsok revertalhatosagat,

illetve kivédhet6ségét (MPO-1, Met, DTT).

2. Stressz és az ovariektomia hatdsainak vizsgdlata a szivizomsejtek kontraktilis

funkciojara
Noéstény, valamint ovariektomizalt néstény patkanymodellben annak vizsgalata, hogy
- a n6i nemi hormonok hianya és az akut stressz hatassal van-e a bal kamrai izolalt
szivizomsejtek erOgeneralasara

- milyen poszttranszlaciés miofilamentéaris fehérjemodosulasok magyaradzhatjdk a

szivizomsejtek kontraktilis funkcigjaban bekovetkezd valtozasokat
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4 Anyagok és modszerek

4.1  Szivizom mintak

4.1.1 Humdn bal kamrai szivizom mintak

A bal kamrai szivizom mintédk négy, technikai okok miatt fel nem haszndlt human
donor szivbdl szarmaztak (egy 41 és egy 46 éves n0d, valamint egy 53 €s egy 56 éves férfi).
A donorok kortorténetében CV megbetegedés nem szerepelt, a halal oka baleset,
szubarachnoidalis vérzés, agyi kontiizid és vérzéses stroke volt. A betegek az agyhalal
megallapitasa eldtt rovid ideig intravénas dobutamin, furosemid és plazmatérfogat noveld
kezelésen kiviil mas gyodgyszeres terdpiaban nem részesiiltek. A szivek eltavolitast
kovetden kardioplégids oldatba (110 mM NaCl, 16 mM KCl, 1,6 mM MgCl,, 1,2 mM
CaCl,, 5 mM NaHCO;, pH 7,4) keriltek, majd folyékony nitrogénben torténd
gyorsfagyasztas utan felhasznalasig -80°C-on taroltuk 6ket. A humén szivizom mintdkon
végzett kisérleteink a Helsinki Deklaracioban megfogalmazott iranyelveknek megfelelden,
a Magyar Egészségiigyi Minisztérium (engedély szam: No. 323-8/2005-1018EKU) és a

Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval torténtek.
4.1.2 Akut stressz és ovariektomia patkanymodellben

Az allatmodellt az eszéki J. J. Strossmayer Egyetem Orvostudoményi Karanak
Orvosi Biologia Intézetében hoztak 1étre 2013 juniusa és szeptembere kozott, 32 ndstény
Sprague-Dawley patkany bevonasaval. Az allatok fele (n=16) ovariektomian (OVX) esett
at 12 hetes korban. Az operacié a HUS-QREC-PRD-932 (lIssue: 01, Revision 03) protokoll
szerint tortént, melynek soran az elaltatott allatokbol eltavolitasra keriiltek az ovariumok és
a petevezetékek egy része. Kontrollként a fennmarad6 16, életkorban megegyezd, nem
operalt ndstény patkdny szolgalt (kontroll). Az 4llatokat normél ketrecekben,
szobahOmérsékleten, természetes nap-¢j ciklusok mellett tartottdk, szamukra a standard
laboratoriumi taplalék, valamint viz szabadon elérhetd volt. 28 hetes korban 8 kontroll és 8
OVX allatot akut stressz kezelésnek vetettek ala (kontroll-S és OVX-S csoport). A stressz
protokoll soran az éallatokat egy 4°C-os szobdban egy olyan atmérdjli fémhengerbe zartak,
mely korlatozta 6ket szabad mozgasukban (cold restrained stress). Az egy o6ra leteltével az

allatokat azonnal kombinalt isofluran (Forane®, Abbott Laboratories Ltd, Queenborough,
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Egyesiilt Kiralysg) inhalaci6 és intramuszkularis ketamin (Ketanest™S, Pfizer
Corporation, Bécs, Ausztria, 30 mg/ttkg) injekcid felhasznéaldsaval elaltattak. Vérvételt
kovetden szamos szervet, koztiik a szivet is kimetszették, a bal kamrat levalasztottak,
folyékony nitrogénbe helyezték, majd -80 °C-on taroltdk. A kisérleti protokollt az Eszéki
Orvostudomanyi Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte. A mintdk szallitdsa az Eszéki
Orvostudomanyi Egyetem ¢és a Debreceni Egyetem kozott meglévd mintaszallitasi

egyezmény alapjan tortént (DETTI/22-3/2013).

4.2 Izometrids erd mérése membranfosztott, bal kamrai szivizomsejt preparatumokon

Az izometrids erdmér6 rendszer segitségével mind a human, mind pedig a patkany
bal kamrai szivizomsejtek erdgenerdldsi paramétereit vizsgaltuk, a szivizomsejtek
izolalasat mindkét esetben azonos mddon végeztiikk. Ennek soran a fagyasztott bal kamrai
szivizom mintdk megfeleld6 méretli darabjait felolvasztottuk, majd protedz inhibitorokat
(0,5 mM fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF), 10 uM E-64, 40 uM leupeptin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)) tartalmaz6 izolalé oldatban (100 mM KCI, 2 mM etilén-
glikol-tetraecetsav (EGTA), 1 mM MgCl,;, 4 mM Na,ATP, 10 mM imidazol; pH 7,0)
mechanikai szovethomogenizator (potter) segitségével megtortiik. Ezt kovetéen 0,5%-0S
Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) detergenssel kiegészitett izolald oldat
segitségével permeabilizaltuk a szivizomsejteket. Az izolalo oldattal torténd harom mosasi
lépést kovetden az izolalt szivizomsejteket jégen tartottuk a mérések kivitelezéséig. Az
erdmérések soran a membranfosztott szivizomsejtek végeit két rovartii, valamint szilikon
ragasztdo (DAP, Baltimore, MD, USA) segitségével egy érz¢keny erdméréhoz (SensoNor,
Horten, Norvégia) és egy mozgathatd elektromagneses motorhoz (Aurora Scientific Inc.,
Aurora, Kanada) rogzitettikk (6. abra). A méréseket az erdméré rendszerhez kapcsolt,
kameréaval ellatott fénymikroszkép 15°C-os targyasztalan végeztik. A szivizomsejtek
mechanikai paramétereinek meghatarozasa eldtt a prepardtumok atlagos szarkomer hosszat
2,3 um-re allitottuk be. A vizsgalt erOparaméterek meghatarozasdhoz aktivalo (37,34 mM
KCI, 10 mM BES, 6,24 mM MgCl,, 7 mM CaEGTA, 6,99 mM Na,ATP, 15 mM Na,CrP,
40 uM leupeptin, 10 uM E64; pH 7,2), illetve relaxald (37,11 mM KCI, 10 mM BES, 6,41
mM MgCl,, 7 mM EGTA, 6,94 mM Na,ATP, 15 mM Na,CrP, 40 uM leupeptin, 10 uM
E64; pH 7,2) oldatokat készitettiink, melyek pCa értéke (a Ca®* koncentracid negativ tizes

cre

az aktivalo és relaxald oldatok megfeleld aranyu elegyitésével hoztuk létre a Fabiato és
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Fabiato altal kidolgozott modszer alapjén(ml). Az izometrids erdt a szivizomsejtek relaxalo
oldatbol aktivald oldatba torténd mozgatasaval mértiik. Az erd kifejlodése utan a motor
segitségével a preparatum hosszat az eredeti hossz 80%-ara (20%-kal) csokkentettiik, majd
2 ms mulva visszadllitottuk az eredeti sejthosszat (,release-restretch™). Ezen mandver
soran a képzdodott aktin-miozin keresztkotések felszakadtak, az erd a maximalis értékrol
nullara esett (totdl erd (Fw)), majd a jelenlévd Ca®* jelenlétében ujraépiilt. A Ca®'-
fiiggetlen, passziv erékomponenst (Fpassziv) relaxald oldatban hasonld, de hosszabb (8 s)
mandver alkalmazasaval hataroztuk meg. Az Fiiz-bol kivonva az Fpqesiv-0t kiszamithato a
szivizomsejt Ca2+-ﬁigg6 aktiv ereje (Fakiv). AZ Faxiv €s Fpassiv €rtékek a preparatum
keresztmetszetére normalizalva, kN/m?-ben is megadhatéak. Ha a szubmaximalis Ca®*
viszonyitva abrazoljuk, egy szigmoid gorbét kapunk. A gorbe illesztésével meghatarozhatod
a Ca’" érzékenység, melyet a fél maximalis er létrejottéhez sziikséges Ca®*
koncentracioval jellemezhetiink (pCasp). Minden egyes szivizomsejt-mérés eredményét
individudlisan illesztettiik. Az illesztéshez a kovetkezd modositott Hill egyenletet
hasznaltuk: F=Fpnx[Ca?1""/(pCaso™™ + [Ca®* ") + Fpusem. ahol F egy adott Ca®*
koncentracidhoz tartozoé ,,steady-state” erd, Fnax @ maximalis erd, nHill konstans €s pCasg

megfelel annak a [Ca2+]-nak, ahol Fioi - Fpassziv = Fmax/2.
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6. abra: Membranfosztott szivizomsejtek kontraktilis erejének mérése. Az izometrias eréméro
rendszer kdzponti része, bal oldalon a mozgathatd elektromagneses motor, jobb oldalon az
érzékeny erémérd (A). Kalciumfiiggd aktiv erd (Fa) és kalcium fiiggetlen passziv erd (Fpaseiv)
meghatarozasa (B). A kalcium érzékenységet jellemzé pCasy paraméter meghatarozasa a
szivizomsejtek normalizalt eré — kalcium Osszefiiggését abrazolo szigmoid gorbe segitségével (C).

crer

meghataroztuk a maximalis Fi-ot (pCa 4,75). Azokon a sejteken, amelyek maximalis

ca® fliggd erdgenerdldsa nem érte el a mérés kezdetén kapott érték 80%-at tovabbi
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méréseket nem végeztiink, az addig kapott értékeket az eredmények értékelésénél nem

vettiik figyelembe.

4.2.1 A mieloperoxidaz enzim human szivizomsejtek erogeneralasara kifejtett hatasanak

vizsgalata

Az MPO funkciondlis hatasdnak tanulmanyozdsdt human bal kamrai
szivizomsejteken végeztiik. Meghataroztuk az Fy-0t, 8z Fpassiv-Ot, Valamint pCase-et az
MPO-szubsztrat H,0, (30 uM, 15 perc, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), MPO+H,0,
(MPO: 8 U/l, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag), MPO+H,0,+MPO-I (4-
aminobenzhidrazid, 50 pM, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) ¢és
MPO+H,0,+Met (10 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kezelések elétt, illetve
azokat kovetden. Az MPO+H,0; 4ltal kivaltott hatdsok revertalhatosagat a redukéloszer
dithiotreitol (DTT, 10 mM, 30 perc, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) alkalmazasaval
vizsgaltuk. A kiilonboz6é kezelések Faiv-ra és Fpassiv-ra kifejtett hatésait a kezelés eldtt
mért (kezeletlen) értékekhez viszonyitva, szazalékos formaban adtuk meg. A kapott
értekeket az izoldldo oldatban inkubalt (15 perc) szivizomsejtek erdgeneralasdhoz
viszonyitottuk (id6 kontroll). Az egyes kezelések soran 3-4 szivbol szarmazo 5-12

szivizomsejtet hasznaltunk.
4.2.2 Az akut stressz és az ovariektomia hatdsa a szivizomsejtek erogeneraldsara

Az akut stressz és az ovariektomia szivizomsejt funkciora kifejtett hatisainak
vizsgalatakor - a human szivizomzaton folytatott kisérletekhez hasonléan- az F,y;,-0t, az
Fpassziv-0t, Valamint a pCase-et mértiik a kontroll, stressznek Kkitett kontroll (kontroll-S),
ovariektomizalt (OVX) és stressznek kitett ovariektomizalt (OVX-S) allatcsoportokban.

Csoportonként 10-10 szivizomsejt keriilt vizsgélatra.

4.3 MPO klorinacids és peroxidaz aktivitasanak mérése

Az MPO Kklorinacios és peroxidaz aktivitisanak mérését specialis, kereskedelmi
forgalomban elérhet6 kitek segitségével végeztiik (Cayman Chemicals, Ann Arbor, Ml,
USA). A klorinacids aktivitdst méré essz¢ miikodése soran az MPO altal generalt

hipoklorit (OCI) alakitja at a non-fluoreszcens szubsztratot (APF, 2-(6-(4-aminofenoxi)-3-
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0x0-3H-xanthén-9-yl) benzoesav) erds fluoreszcenciaval rendelkezé fluoreszceinné, mig a
peroxidaz aktivitast mérd essz¢é esetén az MPO a nonfluoreszcens ADHP-t (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazin) fluoreszcens resorufinnd alakitja. A keletkez0 fluoreszcencia
intenzitds-novekedést NovoStar Microplate Readerrel (BMG Labtech, Ortenberg,
Németorszag) kiilonb6zé hullamhosszon detektaltuk (Aex 485 nm, Aen 520 nm a
klorinacids, valamint Aex 544 nm, Aem 590 nm a peroxidaz esszé esetében). A reakcioelegy
non-fluoreszcens szubsztratbol (18 uM APF, vagy 45 uM ADHP), essz¢ pufferbdl (foszfat
puffer (PBS), pH 7,4), valamint 30 uM H,0,, 38 U/l MPO+H,0,, MPO+H,0,+50 uM
MPO-I, vagy MPO+H;0,+10 mM Met tartalmu oldatbol allt. Az aktivitasokat 5 percen
keresztiil, 24 masodperces intervallumokban mértiik. A fluoreszcencia intenzitas értékeket
a telitést megeldzden linedris regresszioval illesztettiik, a fliggvény meredeksége szolgalt
az MPO aktivitasanak meghatdrozasara. Az MPO hidnydban mért értéket hattérnek
tekintettiik, az enzimaktivitast erre normalizaltuk. Kés6ébbiekben az MPO+H,0, aktivitas

értékeit tekintettitkk 100%-nak, ehhez hasonlitottuk az MPO-I, valamint a Met hatasat.

4.4  Szérum Osztrogén, progeszteron, gliikdz és koleszterin szint meghatarozasa

Az ovariektomizalt patkdnymodellben a szérum 6sztradiol és progeszteron szintek
meghatarozasa kompetitiv elven miikodé kemilumineszcens immunoesszé (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) segitségével tortént. Az Osztradiol mérés
soran mesterolon hatasara a mintabol felszabadulé endogén Gsztradiol verseng a biotinalt
antitesteken 1év0é kotohelyekért a hozzdadott, ruténium-komplexszel jeldlt Osztradiol-
szarmazékkal (mérési tartomany 4,9 pg/ml-4,3 ng/ml). A szérum progeszteron szint mérése
soran az endogén progeszteron danazol hatasara szabadul fel és verseng a biotinalt antitest
kotohelyeiért a hozzdadott ruténium-komplexszel jeldlt, progeszteron-szdrmazékkal
(mérési tartomany 29,9 pg/ml - 60,1 ng/ml).

A szérum gliikoz szint mérése enzimatikus, fotometrikus modszerrel tortént (Roche
Diagnostics GmbH). Ennek soran gliikkoz-6-foszfat, majd glukonat-6 foszfat jott 1étre ATP
és hexokinaz, valamint NADP felhasznaldsaval. A reakci6 soran NADPH képzddik,
melynek sebessége aranyos a gliikdz koncentracidval és fotometridsan detektalhato.

A szérum koleszterol meghatarozasa enzimatikus, kolorimetrids modszerrel tortént
(Roche Diagnostics GmbH). A koleszterol, koleszterol-oxidaz altal torténd oxidacidja

soran keletkez6 H,0O, hatasara 4-aminofenazonbdl és fenolbdl vords quinoneimin festék

crer
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45 Fehérie SH-oxidacio, karboniléacid és foszforilacid meghatarozasara

4.5.1 A miofilamentalis fehérjek SH tartalmanak meghatarozasa Ellman reakcioval

Az MPO hatasara a miofilamentalis fehérjerendszeren bekovetkezd SH-oxidaciot
Ellman reakcidé segitségével vizsgaltuk. A membranfosztott bal kamrai, human
szivizomsejteket 15 percen keresztiil izolalé oldatban (Iso) inkubaltuk (id6é kontroll), vagy
30 uM H,0,-t, illetve 38 U/l MPO+ H,0,-t tartalmaz6 Iso-val kezeltiik. Mosasi 1épéseket
kovetéen a mintakat 15 percig Ellman reagensben (5,5’- ditio-bis (2-nitrobenzoesav),
DTNB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) inkubaltuk, amely a fehérjék SH csoportjaval
reagalva a sarga szinii 2-nitro-5-tiobenzoesavat (NTB) hoz 1étre. Az NTB abszorbanciajat
NovoStar Microplate Readerrel mértiikk 412 nm-en. Az ismert SH tartalmu N-acetil-L-
cisztein (NAC, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) standard sor Ellman reagenssel
torténd inkubacid utdn mért abszorbancia értékeit hasznaltuk kalibracios goérbeként
(exponencidlis illesztés). A mintdk SH tartalmdt 1 mg liofilizalt szivizom
homogenizatumra vonatkoztatva adtuk meg, 100%-nak tekintve az id6 kontroll (Iso)

mintak SH-tartalmat. A méréseket minden minta esetében haromszor ismételtiik.
4.5.2 Fehérje oxidacio meghatarozasa SH-csoport biotindldsi modszerrel

Az SH-biotinalas soran egy 25 mg tomegli bal kamrai human szivizom mintabol
membranfosztott szivizomsejteket izolaltunk, majd az egyes mintakat 150 pl térfogatban
kezeltiink 30 uM H,0,-ot vagy 38 U/L MPO+H,0,-ot tartalmazé izolald oldatban 15
percen keresztiil. Pozitiv kontrollként az oxidélo szer dithiodipiridinnel (DTDP, 2,5 mM, 2
perc) kezelt minték szolgaltak. A miofilamentalis fehérjék SH csoportjait biotinnal jeloltiik
(EZ-Link lodoacetyl-LC-Biotin, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A jelolés 60
percig, szobahdmérsékleten, sotétben zajlott, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 8,3) és
0,1 mg/ml biotin tartalmu reakcidé pufferben a gyartd utasitdsa alapjan. (A biotint ezt
megel6zéen dimetilformamidban (DMF, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldottuk
mosast kovetden a mintakat mintapufferben (8 M urea, 2 M tiourea, 3% natrium-dodecil-
szulfat (SDS), 75 mM DTT, 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glicerol, bromfenolkék, 10 uM

E-64 és 40 puM leupeptin) szolubilizaltuk 1 o6rdan 4&t, folyamatos razatds mellett.
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Centrifugalast kovetden (16000 g 5 percig) a fehérjekoncentraciot a feliiltiszobol dot-blot
modszerrel hataroztuk meg (standardként marha szérum albumin (BSA, Sigma-Aldrich, St.
allitottuk be. Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) soran a miofilamentalis
fehérjék méret szerinti elvalasztasahoz 0,5% agardzzal erdsitett 2 és 4%-0s, valamint 10%-
os ¢és 15%-os poliakrilamid géleket, ezen kiviil 4-15%-o0s gradiens géleket (BioRad,
Hercules, CA, USA) hasznaltunk. Nitrocellul6z membranra torténd transzfert kovetden
(TransBlot Turbo, BioRad) a fehérjemennyiséget fluoreszcens fehérje festékkel (Sypro
Ruby Protein Blot Stain, Invitrogen, Eugene, OR, USA) hataroztuk meg. A membranokat
10%-o0s, 0,1% Tween-20 tartalmu PBS-ben (PBST) oldott tejporral blokkoltuk. A biotinnal
jelolt SH csoportokat tormaperoxidazzal konjugélt streptavidinnel (1:100000, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) mutattuk ki, melynek végkoncentracidja 5
ng/ml volt. A streptavidinnel tortént 30 perces inkubacid é¢s a PBST-vel torténd mosas utan
kapott jeleket felerdsitett kemilumineszcens modszer (ECL) segitségével tettiik lathatova,

azokat a fehérjemennyiségre normalizaltuk (7. abra).
4.5.3 Fehérjék vizsgalata redukadlo és nem redukalo oldatkornyezetben

4.5.3.1 Fehérje-kereszthidak kialakulasanak vizsgalata

(102) 4ltal leirt modszer alapjan human, BK-i szivizom

A Canton és munkatdrsai
mintakat H,0, vagy MPO+H,0; kezelést koveten redukalo (1x Laemmli-féle mintapuffer
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, 6sszetétel: 2% SDS, 10% glicerol, 5% p-
merkaptoetanol (B-ME), 0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8), illetve nem redukalé (ugyanez a
puffer, de B-ME hozzaadéasa nélkiil) koriilmények kozott szolubilizaltuk. A fehérjéket
10%-os poliakrilamid gélen valasztottuk el, majd nitrocelluloz membranra blottoltuk. A
nem specifikus kotohelyek blokkoldsa utdn a membranokat monoklondlis tropomiozin
ellenes (anti-Tm, CH1-es klon, 1:10000), vagy monoklonalis aktin ellenes (anti-aktin,
HHF35-6s klon, 1:1000, Dako Cytomation, Glostrup, Dania) antitestekkel jeloltik. A
jeleket tormaperoxiddzzal konjugalt masodlagos antitestekkel detektaltuk és ECL

modszerrel tettiik lathatova.
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4.5.3.2 A titin oriasfehérje oxidacios allapottol fiiggd oldhatosaganak vizsgalata

Membranfosztott szivizomsejt izoldldst kdvetéen a mintdkat H,O,, MPO, DTT
kezelésnek vetettiik alad a fentebb ismertetett modon. A titin oxidacios allapottol fiiggd
oldataiban inkubaltuk mintdinkat (0,125 uM — 2,5 mM DTDP, 2 perc). Nem redukalo
olddészerben (8 M urea, 3% SDS, 50 mM Tris-HC1 pH 6,8, 10 uM E-64 és 40 uM
leupeptin, 1 ora razatas, centrifugalas 16000 g, 5 perc) torténd denaturalassal nyertiik a
kisérletek soran feliiliszonak nevezett frakciot. Ezt kovetden a nem-redukaléd pufferben fel
nem oldodott, visszamaradt pelletet feloldottuk redukald pufferben (8 M urea, 2 M tiourea,
3% SDS, 75 mM DTT, 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glicerol, bromfenolkék, 10 uM E-64
és 40 uM leupeptin, 1 ora vortex, 2 perc 99°C, centrifugalas). Utobbira, azaz pellet
felolddsa soran keletkezett fehérjeoldat feliiluszojara kisérleteink soran pellet néven
blot segitségével. (Ekkor mar a nem redukaldé pufferben oldott mintdkat is redukalo
pufferben higitottuk, hogy biztositsuk a titin gélbe vald bejutdsat). A titin fehérje
gélelektroforetikus vizsgalatara 0,5% agardzt tartalmazd 2%-os poliakrilamid géleket
hasznaltunk. Futtatast kovetden a fehérjéket Coomassie blue festékkel (Reanal, Budapest,
Magyarorszag) festékkel vizualizaltuk, majd meghataroztuk a feliiluszd/pellet aranyt, azaz
a nem redukald, illetve redukédld kornyezetben feloldodott titin mennyiségét az egyes

kezeléseket kdvetden.
4.5.4 Fehérje karbonilacio vizsgalata

A fentiekben ismertetett modszerrel human, bal kamrai szivizom mintakat (15 mg)
izolaltunk, majd azokat H,O, és MPO kezelésnek vetettiik ald. A fehérje karbonilacid
pozitiv kontrolljaként 7 percen keresztiil Fenton reagenssel (50 puM FeSO4, 6 mM
aszkorbinsav és 1,5 mM H;0,) kezelt mintakat alkalmaztunk. A mintdkat mosés utan egy 8
M ureat, 3% SDS-t, 50 mM 6,8-as pH-val rendelkez6 Tris-HCI-t, 10 uM E-64-t, valamint
40 uM leupeptin-t tartalmazoé mintapufferben oldottuk fel (1 6ra vortex). Maximalis
fordulaton torténd centrifugalast (16000 g, 5 perc) kovetden a feliiluszot felhaszndlva
elvégeztiik a karbonil- csoportok derivatizaldsat. A karbonilcsoportok derivatizalasanak
alapja az, hogy a fehérjeoldathoz hozzaadott 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) (OxyBlot™
Protein Oxidation Detection Kit, Millipore, Billerica, MA, USA) a fehérjék karbonil
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csoportjaihoz kotédve 2,4-dinitrofenilhidrazont (DNPhidrazon) képez (7. abra). A savas
kozegben zajlé reakciot kovetden, centrifugalas (1000 g, 1 perc) utan a titin fehérje
esetében a pellet, mig kisebb molekulatomegl fehérjék esetében (15-300 kDa) a pellet és a
feliilisz6 neutralizalasara keriilt sor. A neutralizalast lugos pH-jiu mintapufferben (8 M
urea, 2 M tiourea, 3% SDS, 75 mM DTT, 0,05 M Tris-bazis (pH 14), 10% glicerol és
bromfenolkék) 30 perces razatds sordn végeztiik. A derivatizalt és neutralizalt mintdk
fehérjetartalmat centrifugalast (16000 g, 5 perc) kdvetden dot-blot mddszer segitségével,
BSA standard mellett hataroztuk meg, majd a fehérjekoncentraciot 1 mg/ml-re allitottuk
be. A fehérjék elvalasztasara gélelektroforézist végeztiink 0,5%-o0s agardzzal megerdsitett
2 és 4%-os, valamint 10 és 15%-o0s poliakrilamid gélek, illetve 4-15%-o0s eldgyartott
gradiens gélek felhaszndldsaval. A fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltuk fél-
szaraz blottolasi rendszer segitségével (TransBlot Turbo, BioRad, Hercules, CA, USA),
majd a pontos fehérjemennyiséget Sypro Ruby fehérje blotfestékkel hatdroztuk meg. A
nem specifikus kotohelyek blokkolasara 2%-0s, PBST-ben oldott BSA oldatot
hasznaltunk. Ezt kdvetden a gyartd altal eldirt mdédon a derivatizalt karbonil csoportokat
felismer6 elsddleges (nyulban termeltetett anti-DNP antitest, 1:150 aranya higitas 1%-0s
BSA/PBST oldatban, 1 Oras inkubdcio), valamint a tormaperoxidazzal konjugalt
masodlagos antitestet (kecskében termeltetett nyul ellenes IgG, 1:300 aranyt higitas 1%-0s
BSA/PBST oldatban, 1 o¢ras inkubacio) alkalmaztuk. A karbonilalt fehérjéket ECL
modszerrel tettiik lathatova. Az OxyBlot™ moédszerrel meghatarozott fehérje karbonilaciot
fehérjemennyiségre normalizaltuk, majd a karbonilacid6 mértékét karbonilacids index
form4jaban adtuk meg. (KI=1-nek tekintettiik a 15 perces 1zolalo oldatos kezelésen atesett,

un. id6-kontroll mintak karbonilaltsagi allapotat).

7. abra: A fehérje

A B karbonilacié vizsgalata
aFOTON e OxyblotTM technikaval
STREPTAVIDIN (A) és az SH-oxidacio
»~ {7804 -
o @ vizsgalata SH-csoport

“orgy, biotinalassal (B). (C=0

co (o
: —  karbonil  csoport,
o @ FOTON STREPTAVIDIN ONPH - 24

dinitrofenilhidrazin, SH
— szulfhidril csoport)
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4.5.5 Szivizomfehérjék foszforilacios allapotanak meghatarozdsa

Kontroll és ovariektomizalt patkdnyokbol nyert BK-i szivizomszovetbdl (20 mg)
szivizomsejteket izolaltunk, majd ezeket mintapufferben (8 M urea, 2 M tiourea, 3% SDS,
75 mM DTT, 50 mM Tris-HCI (pH 6,8), 40 uM leupeptin, 10 uM E64, 10% glicerol és
bromfenolkék) szolubilizaltuk. Centrifugalast kdvetéen (16000 g, 5 perc) a feliiluszobol
allitottuk be. A titin, a miozinkété C fehérje (MyBP-C) és a troponin 1 (Tnl)
elvalasztasahoz 0,5%-0s agardzzal megersitett 2 és  4%-0s, valamint 15%-0s
poliakrilamid géleket hasznaltunk. A szivizomfehérjék foszforilaciés allapotat ProQ®™
Diamond foszfoprotein gélfestékkel (Invitrogen, Eugene, OR, USA) vizsgaltuk, mig a
fehérjemennyiség meghatarozasat Coomassie blue festékkel végeztik. A fehérjék
foszforilacios szintjét fehérje mennyiségre normalizaltuk és egy belsé kontrollhoz
(ugyanazon kontroll patkany bal kamrai szivizom homogenizatuma minden gélen)

viszonyitva, szazalékos értékben kifejezve adtuk meg.

4.6 Adatelemzés és statisztika

A membranfosztott szivizomsejtek erdgeneralasat egy személyre szabott erdmérd
rendszer segitségével mértiik (National Instruments (Austin, TX, USA), DAQ platform). A
mért értékeket a programhoz kapcsolodo LabVIEW (National Instruments) modul
rogzitette. Az eredmények értékeléséhez és abrdzolasdhoz Excel (Microsoft, 2007) és
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornia, USA) programokat
hasznaltunk.

A biokémiai kisérleteket (Western immunoblot, foszforilacios gélfestési eljarasok)
minimum héarom, kiilonbozd izoldlds sordan nyert szivizom minta felhasznéalasaval
ismételtik meg. A kemilumineszcens (antitestek), fluoreszcens (Sypro Ruby -
fehérjemennyiség, Pro Q Diamond — foszforilacid), valamint lathato fény tartomanyaba es6
(Coomassie) jelek intenzitasanak meghatarozasara a gérbe alatti teriilet mérését végeztiik
Image] (NIH, Bethesda, MD, USA) ¢és Magic Plot (Szentpétervar, Oroszorszag)
programok segitségével.

Az adatokat az abrakon és a szovegben atlag £ SEM (mintak6zép hibéja) forméjaban
tiintettiilk fel. A csoportok ¢és a kezelések kozotti kiilonbségek statisztikai elemzésére

variancia analizist (ANOVA, Bonferroni és Dunnet posthoc teszt,) vagy t6bbszintii kevert-
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hatas lineéris regresszids analizist hasznaltunk. Utdbbi figyelembe veszi azt a tényt, hogy
az ugyanazon szivbol tobbszori mérésekkel nyert észlelések egymastol nem fiiggetlenek. A
normalizalt és relativ pCa-erd Osszefliggések Osszehasonlitasdhoz paros és paratlan t-
tesztet alkalmaztunk. A fehérje foszforilacid, nemi hormonok és szivizomsejt funkcid
kozotti Osszefliggéseket linearis regresszioval hataroztuk meg. Statisztikailag akkor

tekintettiik szignifikdnsnak egy valtozast, ha p értéke kisebb volt, mint 0,05.
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5 Eredmények

5.1 A mieloperoxidaz enzim (MPQO) hatdsanak vizsgalata

5.1.1 Az MPO funkcionalis hatasainak vizsgalata human bal kamrai szivizomsejteken

5.1.1.1 Az MPO szubsztrat hidrogén-peroxid (H20,) dozisanak kivalasztasa

Ismert, hogy az MPO szubsztratja, a H,O, 6nmagaban is karositja a szivizomsejtek
kontraktilis funkci6jat. Az MPO-val végzett kisérletek eldtt egy olyan H,O, koncentracio
meghatarozasara torekedtiink, amely mar rendelkezik 6ndllé funkcionalis hatdssal, de ez a
hatdas MPO jelenlétében fokozddik. Ennek érdekében a szivizomsejteket emelkedd
koncentraciok koziil a 30 uM-0s H,O; oldat csokkentette szignifikdnsan a szivizomsejtek
aktiv erejét (a kezelés eldtti érték 64,5+2 %-dra, n=3), igy ezt a H,O, dozist hasznaltuk
tovabbi kisérleteinkben (8. abra).

1001 8. abra: Emelkedé koncentacidju

= — I . , . .
S go- _— hidrogén-peroxid  (H,O,)  Kkezelés
' ; csokkenti a szivizomsejtek aktiv erejét
2% 60- (Faxiv). Az eréértékeket a kezelés el6tti
f % 40 * érték szazalékaban adtuk meg, és az Iso-
[ T ban kezelt (0, iddékontroll) mintak
£ 20 eréértékeihez hasonlitottuk. (Az adatokat

< * atlag+SEM formaéban abrazoltuk.)
0 e
0 0,3 3 30 300 1000
Hy0, (1M)

5.1.1.2 Az MPO+ H,0; kezelés karositja a human szivizomsejtek kontraktilis funkcidjat

MPO (8 U/1) és Hy0, (30 uM) egyiittes alkalmazasakor (15 perc) a membranfosztott
human, bal kamrai szivizomsejtek maximalis, kalcium-fiiggd aktiv erejének (Fakiv, pCa
4,75) szignifikdns csokkenését (a kezelés eldtti érték 57,7+4,1%-ara, n=12) ¢és a kalcium-
fiiggetlen passziv er6komponens (Fpassiv, pCa 9,0) jelentdés ndvekedését (a kezeletlen

szivizomsejteken mért érték 179,6+14,6%-ara, n=12) tapasztaltuk (9-10. abra). A
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szivizomsejtek izolald oldatban (Iso) torténd inkubdacidja sordn (15 perc, id6 kontroll) az

Fakiv csak kismértékben csokkent (a kezelés eldtti érték 89,0+1,6%-ara).

A B
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% E . 10 mp
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| % \ i
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Hossz ﬁ —|—|_,‘
pCa 275 9 4,75 9

9. abra: Membranfosztott human bal kamrai szivizomsejt fénymikroszkopos képe. A szivizomsejt
két rovarti és akvariumragasztd segitségével egy érzékeny erdmérdhdz, valamint egy
elektromagneses motorhoz rogzitve lathatd (szarkomer hossz: 2,3 um, nagyitas 320x) (A). A
szivizomsejt erdmérés soran rogzitett eredeti regisztratum, melyen megfigyelheté a maximalis
kalcium tartalmt aktivaloé oldatban (pCa 4,75) mért kalcium-fiiggd aktiv erd (Fuy) és a kalcium
mentes relaxalé oldatban (pCa 9) mért kalcium-fiiggetlen passziv er6komponens (Fpaseiv) valtozasa
15 perces MPO+H,0, kezelés hatasara (B).

crer

oldatokban mért erdértékeket a kezelések eldtti maximalis (Fakiiy, pCa 4,75) erdértékekhez
viszonyitottuk (relativ er0-pCa 0Osszefliggés), ugy a MPO+H;0, kezelést kovetden
bekovetkezd erécsokkenés szignifikdnsan nagyobb volt a H,O; kezeléshez viszonyitva. Az
MPO+H,0, hatasara 1étrejovo Fpass.iv nOvekedés ugyancsak szignifikansban nagyobb volt a
H.O, kezelést koveten tapasztalt Fpueiv novekedésnél (79,6+14,6% vs. 23,9+7,4%,
p<0,001) (10. abra).

A kontraktilis fehérjerendszer kalciumérzékenységének (pCasp) meghatarozasakor a

crer

crer

meghatarozott erévalaszra normalizalva (normalizalt eré) adtuk meg. MPO+H,0, kezelést
kovetden a normalizalt erd-pCa Osszefliggés szignifikdns jobbra tolodasat, azaz a pCasg
csOkkenését tapasztaltuk (pCasp 5,83+0,02 vs. 5,66+0,02, p<0,001, n=12) . Ezzel szemben
a HyOz-kezelés a pCasp értéket nem befolyasolta (5,85+0,05 vs. 5,82+0,03, p=0,55, n=7).
A kalcium érzékenységi gorbe meredekségét jellemz6 Hill-koefficiens (nuin) egyik kezelés

hatasara sem valtozott (10. dbra). A szivizomsejtek kezelés el6tti Faksiv, Fpasszv €s pCaso
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értékei kozott mérhetd kiillonbség 5,4%, 5,5%, illetve 0,9% volt. Sem a H,0,, sem a

MPO+H;0, kezelés nem eredményezett fénymikroszkoppal észlelhetd struktaralis

valtozast a szivizomsejtek harantcsikolataban.
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10. 4bra: A mieloperoxidaiz (MPQ) és a
hidrogén-peroxid (H,O,) karositja a human,
membranfosztott  szivizomsejtek funkcidjat.
Relativ er6-pCa 0sszefiiggés H,0, és MPO+ H,0,
kezelés elott és utan (n=7 és 12. A kezelés utan
mért erdértékeket a kezelés elotti erdértékekhez
viszonyitva fejeztik ki (* vs. H,O, el6tt, # vs.
MPO+H,0; elétt, & vs. H,0, utan, *¥p<0,05) (A).
Fpassziv valtozasai 15 perces Iso (id8 kontroll), H,O,
és MPO+H,0, kezelést kovetéen. (B). A
normalizalt eré-pCa  0Osszefiiggés MPO+H,0,

kezelés hatasara jobbra tolodik (a kalcium értékenység csokken). (C). A H,O, nincs hatassal a
szivizomsejtek kalcium érzékenységére (D). Valtozatlan Hill-koefficiens H,O, és MPO+H,0,
kezelést kovetden (E). (Az adatokat atlag=SEM formaban abrazoltuk.)
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5.1.1.3 Az MPO-inhibitor (MPO-I) és a metionin (Met) kivédi, a dithiotreitol (DTT)
részlegesen revertalja az MPO-okozta kontraktilis diszfunkciot

Az MPO+H;0; kezelés szivizomsejtekre kifejtett karos funkcionalis hatdsainak
kivédhetéségét az MPO-1 4-aminobenzhidrazid (50 uM), valamint az antioxidans Met (10
mM) és a redukaloszer DTT (10 mM) segitségével vizsgaltuk. Mind az MPO-1, mind a
Met kivédte az MPO hatésara 1étrejovo Fugy csokkenést (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 Fpassiv novekedést (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 Fiiiv €s Fpassziv Osszevethetd volt a H,O, kezelés utan
meghatarozott eréértékekkel. Az MPO-I és a Met jelenlétében a kalcium érzékenységi
gorbe jobbra tolodasa (a pCaso csokkenése) nem volt megfigyelheté (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.

abra).
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11. abra: A mieloperoxidaz Kkontraktilis
funkciot karosité hatasa Kkivédheté MPO
inhibitor (MPO-1) vagy metionin (Met)
alkalmazasaval. Membranfosztott szivizomsejtek
maximalis kalciumfiiggé aktiv (Fuu) (A) és
kalcium fiiggetlen (pCa 9) passziv (Fpuss.iv) (B)
eroértékei H,O, és MPO+ H,0, kezelést kovetden,
illetve MPO-1 és Met jelenlétében. Az er6értékeket
a kezelés elott rogzitett kiindulasi erdértékek
szazalékaban adtuk meg, a kezelések hatasat az Iso
kezelt (id6kontroll) mintakhoz viszonyitottuk. Az
MPO-I (C) és a Met (D) kivédi a kalcium
érzékenységi gorbe MPO hatasara bekovetkezd
jobbra tolodasat. A szaggatott vonalak az Iso-ban
mért kalcium érzékenységet jelolik. (E) A kalcium
érzékenységet jellemzé pCasy érték valtozasai
H,0,, MPO+H,0,, MPO-I és Met kezelések utan.
(Az adatokat atlag=SEM formaban abrazoltuk,
*p<0,05)
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A redukaloszer DTT MPO kezelést kdvetden visszaforditotta az MPO altal indukalt
Foassziv novekedést (AFpassiy MPO: 89,3+27,3% vs. DTT: 19,7+10,4%, p<0,05, n=6),
ugyanakkor az Fw (MPO: 57,3+6,4% vs. DTT: 43,8+5,1%, p=N.S., n=06) és a pCas
(5,66+0,03 vs. 5,69+0,03, p=N.S., n=6) MPO hatasara bekovetkez6 csokkenését a DTT

nem volt képes revertalni (12. abra).
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12. abra: A redukaloszer DTT hatasa az MPO kezelésen atesett szivizomsejtek aktiv (Fuy, A) és

passziv erejére (Foaseiv, B), valamint kalcium érzékenységére (pCasy, C). (Az adatokat atlag+SEM
formaban abrazoltuk, *p<0,05)

5.1.2 A Met gatolja az MPO klorindcios aktivitasat, azonban a peroxidaz aktivitasra
nincs hatdssal

Az MPO funkciondlis hatdsainak hatterében 4all6 biokémiai mechanizmusok
feltérképezéséhez meghataroztuk az enzim klorinacios és peroxidaz aktivitasat MPO-I ¢€s
Met jelenlétében. Az MPO-I az enzim klorinacios €s peroxidaz aktivitasat is gatolta (a
kiindulasi aktivitas 0,3+0,2%, illetve 10,4+6%-ara, p<0,001, n=4). Ezzel szemben a Met
csak az MPO klorinacios aktivitasat csokkentette (2,3+1,3%-ra, p<0,001, n=4), az enzim
peroxidaz aktivitisara nem volt hatassal (78,448,6%, p=N.S, n=4) (13. abra).
Eredményeink arra utalnak, hogy az MPO szivizomsejt funkciot kdrositd hatdsai az enzim

klorinacids aktivitasan keresztiil valésulnak meg.
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13. abra: MPO-inhibitor (MPO-TI) és metionin (Met) hatasa a mieloperoxidaz (MPO)
klorinacios és peroxidaz aktivitasara. A Met szelektiven gatolja az MPO klorinaciés aktivitasat
(A), mig az enzim peroxidaz aktivitasara nincs hatassal (B). Az egyes gatloszerek jelenlétében mért
értékeket az MPO (Iso és H,0, jelenlétében mért) aktivitdsanak szazalékaban adtuk meg. (Az
adatokat atlag+SEM formaban abrazoltuk, *p<0,05)

5.1.3 Az MPO hatasara létrejovo oxidativ fehérjekarosodasok vizsgalata

Biokémiai kisérleteink sordn arra a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy az MPO
miikddése soran keletkezd oxidansok hogyan karositjak a szivizomsejtek fehérjerendszerét.
Ennek érdekében részletesen tanulmanyoztuk az MPO kezelés hatdsara a miofilamentaris

fehérjék SH-csoport tartalmaban €s karbonilacidjaban bekovetkezd valtozasokat.
5.1.3.1 Az MPO+H,0; kezelés hatasa a miofilamentalis fehérjék SH-tartalmara

A miofilamentaris fehérjék SH tartalmat Ellman reakcioval vizsgaltuk. Az izolalo
oldatban (Iso) inkubdlt szivizomsejtek (id6 kontroll) SH-csoport mennyiségéhez
viszonyitva H,O, és kombinalt MPO+H,0, kezelés soran is kismértéki, de szignifikans
csOkkenést tapasztaltunk a fehérjék 6ssz SH-csoport tartalmaban (90,4+1,5%, p<0,05, n=3,
illetve 86,7+4%, p<0,01, n=3) (14. abra). A kisérletek soran hasznalt human donor
szivizom mintak kiindulasi SH tartalma szignifikdnsan nem kiilonbozott egymastol (az
atlag SH tartalom legnagyobb kiilonbsége két donor kozott 6,1 %-nak adddott).

Ezt kovetéen SH biotinalasi modszer segitségével kisérletet tettiink az SH oxidéacion
atesett fehérjék azonositasara. Pozitiv kontrollként az oxidalészer dithiodipyridinnel

(DTDP) kezelt mintakat hasznaltunk. H,0, ¢s MPO+H,0, kezelés hatdsara szignifikdnsan
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csokkent 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 mintak SH tartalmahoz viszonyitva). Ezzel szemben MyBP-
C ¢és az oridas szarkomer fehérje, a titin rugalmasabb (N2BA) és rigidebb (N2B)

izoformajanak SH tartalma egyik kezelést kovetéen sem valtozott jelentésen (14. abra).
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14. abra: A mieloperoxidaz (MPO) és a H,O, azonos hatast fejt ki miofilamentaris fehérjék
szulfhidril (SH) csoportjaira. Szivizomsejtek 0ssz-SH tartalmanak meghatarozasa H,0, és
MPO+H,0, kezelés utan Ellman reakcioval. (A) A fehérje biotinalasi modszerrel vizsgalt SH
tartalom meghatarozas eredményei kemilumineszcens SH, valamint a fluoreszcensen
meghatarozott fehérjemennyiségi jellel aktin (B), miozin koté C fehérje (MyBP-C) (C), a titin
N2BA (D, E), valamint a titin N2B izoformajanak (D, F) esetében H,O, és MPO+H,0, kezeléseket
kovetden. T2 jeloli a titin degradacidos termékét. Pozitiv kontrollként az oxidaloszer
dithiodipyridinnel (DTDP, 2,5 mM, 2 perc) kezelt mintak szolgaltak. Az SH tartalom mértékét az
Iso-ban meghatarozott SH tartalom (idé kontroll) szdzalékaban adtuk meg. (Az adatokat
atlag=SEM formaban abrazoltuk, *p<0,05 vs. Iso)

SH oxidéci6 hatdsara intermolekularis diszulfid-hidak is keletkezhetnek a fehérjék

kozott, melyek nagy molekulatomegii komplexek kialakuldsdhoz vezetnek. Western
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immunoblot technika segitségével redukdldé ¢és nem redukald puffer-kérnyezetben
vizsgaltuk a fehérje-komplexek lehetséges szerepét az MPO-okozta kontraktilis
diszfunkcio kialakulasdban. Nem redukalé kornyezetben egy kozel 90 kDa
molekulatomegli, tropomiozin és aktin tartalmu fehérje-komplexet sikeriilt kimutatnunk,

azonban ennek intenzitasa H,O, vagy MPO+H,0; kezelés hatasara csokkent (15. abra).
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15. abra: A H,0; és a mieloperoxidaz (MPO) kezelés nem néveli a fehérjék kozotti diszulfid
kereszthidak mennyiségét. Tropomiozin (Tm) (bal panel gélkép) és aktin (jobb panel gélkép)
ellenes antitesttel jelolt, nem redukalé (B-merkaptoetanol (B-ME) nélkiil) és redukald (+B-ME)
pufferkornyezetben szolubilizalt szivizommintdk reprezentativ, kemilumineszcensen detektalt
membranképe. A fehérjemennyiség meghatarozasa fluoreszcens fehérjefestékkel tortént. (MW —
molekulatomeg). A reprezentativ gélképek denzitometrias kiértékelése Iso kontrollhoz viszonyitva
szazalékos formaban.

A titin oriasfehérje redukalt allapota elengedhetetlen a fehérje megfeleld mértéki
oldodasahoz. Kisérleteink sordn ezért az Oridsfehérje nem redukdldo és redukald
kornyezetben oldott, eltér6 mértékben oxidalt alakjainak mennyiségét is megvizsgaltuk.

Novekvé  koncentraciojit  DTDP  kezelés hatasara -  vélhetdéen  diszulfid-hidak
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keletkezésének koszonhetden - jelentdsen csokkent a nem redukdld pufferben torténd
denaturélassal nyert feliiluszo titin tartalma, mig a pelletben maradé titin mennyisége
novekedett. A feliiluszd/pellet ardny tehat mind az N2B, mind az N2BA titin izoforma
esetében szignifikansan csokkent. A kezelések nem befolyasoltdk a titin izoforma aranyat a

kiindulasi (Iso, adat) mintdhoz viszonyitva sem a feliiliszo, sem pedig a pellet esetében
(16. abra).
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16. abra: Emelkedé koncentracioju dithiodipyridin (DTDP) kezelés csokkenti a titin fehérje
oldhatésagat nem redukalé puffer kérnyezetben. Humén, bal kamrai szivizommintdk nem

crer

(B), mind a titin N2BA (C) izoformajanak esetében. A kezelések soran az N2B/N2BA izoformak
aranya a feliilaszo (D) és a pellet (E) esetében is allando marad.
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A H,0,, valamint az MPO+H,0; kezelés nem valtoztatta meg a titin fehérje nem
redukal6 pufferben torténd oldhatosagat (17. abra). A feliiliszo/pellet arany az N2B és az
N2BA izoforma esetén is valtozatlan maradt, igy a kezelés vélhetden nem jart diszulfid-
hidak keletkezésével. Az N2B/N2BA ardny nem valtozott sem a feliiliszoban, sem a

pelletben H,0, és MPO+H,0; kezelést kovetden.
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17. abra: A H,0,, valamint az MPO+H,0, kezelés nem befolyasolja a titin fehérje
oldhatosagat. Reprezentativ gélkép a nem redukald és redukald kornyezetben H,O,, MPO,
dithiotreitol (DTT) és dithiodipyridin (DTDP) kezeléseket koveten feloldott bal kamrai
szivizommintakbol kinyerhetd titin mennyiségérél (A). H,O,, valamint MPO+H,0, kezelés
hatasara nem valtozik a felilluszé/pellet arany sem a titin N2B (B) sem a titin N2BA (C)
izoformajat vizsgalva. Titin izoformak megoszlasa a feliilluszo (D), illetve a pellet (E) esetében
H,0, és MPO+H,0, kezelés utan.
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5.1.3.2 Az MPO hatasa a szivizomfehérjék karbonilacidjara

A miofilamentalis fehérjék karbonilaciojanak vizsgalatakor H,O, kezelés hatasara
kismértékii, de szignifikans ndvekedést tapasztaltunk az aktin karbonil-csoport tartalmaban
(karbonilacios index (KI)=1,1+0,046, p<0,05, n=5). Ez az érték azonban nem valtozott
MPO hozzaadasat kovetéen (KI=1,1+0,052, p=0,9 vs. H,O,, n=11) (18. abra). Az
aktinhoz hasonldan kismértékii, de szignifikdns novekedést mértiink a MyBP-C fehérje
karbonilaciojaban mind H,0, (KI=1,5+0,2, p<0,05, n=2), mind pedig MPO+H,0, kezelés
utan (KI=1,4+0,2, n=4 p<0,05 vs. id6 kontroll). Az oriasfehérje titin N2BA és N2B
izoformdjanak karbonilaciéja nem valtozott H,O, ¢s MPO+H;,0, kezelést kovetden sem
(N2BA-H,0,: K1=0,9+0,2, p=0,47 vs. Iso és MPO: 1,0+0,2, p=0,68 vs. Iso, N2B-H,0,:
KI=1,0+0,1, p= 0,36 vs. Iso és MPO: KI1=0,9+0,1, p=0,64 vs. Is0) (18. abra).
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18. abra: A mieloperoxidaz (MPO) és H,0O, kezelés hatasiara no az aktin, valamint a miozin-
koto C fehérje (MyBP-C) karbonilacioja. Reprezentativ, kemilumineszcensen (karbonilacio) és
fluoreszcensen (fehérjemennyiség) detektalt membranképek (A-C), valamint a H,0, és MPO+H,0,
kezelés hatasara 1étrejovo karbonilacio mértéke aktin (A), MyBP-C (B) és a titin N2BA (D),
valamint N2B (E) izoformajanak esetében. Pozitiv kontrollként Fenton reagenssel (FeSO,4, H,0, és
aszkorbinsav) kezelt mintdk szolgaltak. A fehérjekarbonilacidé mértékét karbonilacidés index
formajaban fejeztiik ki (KI=1, az Iso-ban kezelt mintak karbonilacidja). (Az adatokat atlag=SEM
formaban abrazoltuk, *p<0,05.)

5.2 Az ovariektomia és az akut stressz hatdsa patkdny bal kamrai szivizomsejtek
kontraktilis funkcidjara

5.2.1 Az ovariektomia és a stressz hatasa a kisérleti allatok fizikalis és laboratoriumi
paramétereire

A Kontroll, Kontroll-S, OVX ¢és OVX-S allatok esetében mért legfontosabb fizikalis és
laborparamétereket az 1. tablazatban részleteztiik. Az 4llatok testsulya, valamint

szivtomege szignifikdnsan nagyobb volt az OVX-S csoportban, azonban a sziv-testtomeg

arany nem kiilonbozott a vizsgalt allatcsoportok kozott. A szérum gliikéz, valamint
46



koleszterin értékek hasonldak voltak a négy dallatcsoportban. Egyéb relevans fizikalis

paraméterek (szivfrekvencia, vérnyomas) nem kertiltek rogzitésre.

Kontroll Kontroll-S ovX OVX-S
Testtomeg (g) 288,4+4,7  286,6+2,4  297,8+3,9 328,6%58""*f P<0,001
Szivtomeg (g) 1,14+0,05  1,14+0,03  1,23+0,04  1,30+0,04* P< 0,050
Sziv/testtomeg arany
(mg/g) 3,9610,20 3,9940,10 4,1410,11 3,98+0,17 N.S.
. . *P<0,001
Progeszteron (ng/ml) 10%2,9 35,614,8 2,810,5 21,9+4,0
f P<0,01
Gliikéz (mmol/l) 11,8%0,9 9,7%0,7 9,9+0,4 10,3+0,7 N.S.
Koleszterin (mmol/l) 2,4+0,1 2,610,3 2,510,1 2,610,1 N.S.

1. tablazat: Morfolégiai paraméterek, valamint progeszteron, gliikoz és Koleszterin
szérumértékek a Kontroll, ovariektémizalt (OVX), valamint akut stressznek (Kontroll-S,
OVX-S) kitett allatcsoportokban. Az adatokat atlagtSEM formaban abrazoltuk, *: vs. Kontroll),
+: vs. Kontroll-S, {: vs. OVX. (tarsszerzdi eredmények)

5.2.2 Az ovariektomia és a stressz hatdsa a szérum Osztrogén és progeszteron szintre

A Kontroll és OVX patkanyok szérumdaban meghataroztuk a néi nemi hormonok
detekcids értéket (4,9 pg/ml), amely sikeres ovariektomiara utal. A Kontroll allatok kb.
25%-nak volt mérhetd Gsztrogénszintje, melyet az allatok eltérd ciklusa magyarazhat. A
szérum progeszteron szint minden allatcsoportban a mérhetd tartomanyba esett.
Szignifikdnsan magasabb (t6bb, mint hdromszoros) szérum progeszteron szintet mértiink a
Kontroll-S (35,6+4,8 ng/ml), valamint az OVX-S (21,944,0 ng/ml) patkanyokban a
Kontroll (10+2,9 ng/ml) és az OVX (2,8+0,5 ng/ml) allatok értékeihez viszonyitva
(n=8/csoport, p<0,001 Kontroll-S vs. Kontroll; p<0,01 OVX-S vs. OVX) (19. abra). Akut
stressz hatasara a Kontroll-S, illetve az OVX-S csoportban a progeszteron szintben

bekovetkezé emelkedés (25,6 ng/ml, ill. 19,1 ng/ml) hasonldé mértékii volt (1. tablazat).

50+

e

S 40-

=

5 301 19. 4abra: Kemilumineszcens moédszerrel

% 20- meghatarozott szérum progeszteron szintek.

o Az akut stressz-protokollnak alavetett allatok

g 104 progeszteron szintje jelentésen emelkedett.

a 0 (n=8/csoport, S - stresszelt, OVX -
ovariektomizalt, p<0,05) (tarsszerzoi

+© eredmények)
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5.2.3 Az ovariektomia befolydasolja a szivizomsejtek kontraktilis funkciojat

Vizsgalataink sordn a Kontroll és az OVX patkanyok bal kamrai szivizomszdvetébol
izolalt, membranfosztott szivizomsejteken (n=10/csoport) az Fa-Ot, aZ Fpasesiv-Ot,

valamint a pCasp-et 2,3 pm-es szarkomerhosszon hataroztuk meg (20. abra).
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20. abra: Erzékeny erémérhoz, valamint egy elektromagneses motorhoz rovartiik segitségével
rogzitett membranfosztott patkany bal kamrai szivizomsejt fénymikroszkopos képe. (szarkomer
hossz 2,3 um, nagyitas 320x) (A). A szivizomsejt erémérés soran rogzitett eredeti regisztratum,
melyen megfigyelhetd a maximalis kalciumtartalmu aktivaldo oldatban (pCa 4,75) mért
kalciumfiiggd aktiv erd (Fugyv) €s a kalciummentes relaxald oldatban (pCa 9) mért kalcium
fiiggetlen passziv er6komponens (F i) a Kontroll és az ovariektomizalt (OVX) allatcsoportban

(B).

Az Fuuiv szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult OVX, valamint OVX-S dallatok
esetében a Kontroll, illetve a Kontroll-S allatokhoz viszonyitva (25,9+3,4 kKN/m? és
26,3+3,0 kKN/m? vs. 16,4+1,2 kKN/m? és 14,4+0,9 kN/m?, p<0,05). Ezzel szemben az akut
stressz nem befolyasolta az F,;,-0t sem a Kontroll, sem az OVX dallatcsoportban. A stressz
hatasara a pCasg-ben bekdvetkezd csokkenés nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak.
Sem az ovariektomia, sem pedig a stressz nem befolyasolta a Fpassiv, Valamint az nuiy
koefficiens értékét. Nem talaltunk fénymikroszkdppal lathato kiillonbséget a kiilonb6zo
allatcsoportokbdl izolalt szivizomsejtek harantcsikolatdban, azonban méréseink alapjan az
OVX, illetve az OVX-S allatok felhasznalt szivizomsejtjeinek keresztmetszete
szignifikansan kisebb volt (21. abra). A szarkomerhossz-er6 Osszefiiggés mind a négy

allatcsoportban megdrzott volt, nydjtas hatdsara nott az Foy, illetve az Fpaseiy i1S.
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21. abra: Az ovariektomia és a stressz hatasa a szivizomsejtek kontraktilis funkcidjara.

Az ovariektomian atesett allatokbol izolalt szivizomsejtek (OVX, OVX-S) aktiv ereje (Fa)
emelkedett (A). A kalcium érzékenységi gorbék félértékeinek (pCasp) alakulasa a négy
allatcsoportban (B). Az ovariektomia és a stressz nem befolyasolta a szivizomsejtek passziv erejét
(Fpassziv) (C) ¢és a Hill-koefficienst (D). Az OVX allatcsoportokban mért szivizomsejtek
keresztmetszete kisebb (E). (n=10 sejt, 5-7 allatbol/csoport) (a szivizomsejtek mérése részben
tarsszerloi tamogatassal tortént)

5.2.4 Az ovariektomia és stressz hatasa a miofilamentaris fehérjék osszetételére és
foszforilacios dllapotara

A szivizomsejtek fehérje-Osszetételét SDS-gélelektroforézist koveté Coomassie
festéssel, mig a fehérjék foszforilaltsagi allapotat specidlis foszfoprotein festési eljarassal
vizsgaltuk. Ezen kisérletek soran nem taldltunk lényeges kiilonbséget a miofilamentaris
fehérje-osszetételben a Kontroll és OVX csoportok kozott. A Tnl foszforilacidja
szignifikdnsan magasabb volt az OVX allatokban a Kontroll csoporthoz viszonyitva
(153+14,4% vs. 98,5+4%, p<0,001), ez azonban nem mutatott Osszefliggést a
szivizomsejteken mért pCasp-el (r = 0,268, p = 0,73). Az OVX-S éallatcsoportban mérhetd
Tnl foszforilacio (113,1+3,6%) Gsszevetheté volt a Kontroll és Kontroll-S csoportokban
meghatarozott értékekkel. A MyBP-C foszforilacidja szignifikansan magasabbnak adddott

OVX allatokban a Kontroll csoporthoz viszonyitva (167,7+7% vs. 131,4+5,5%, p<0,001),
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azonban az OVX-S allatokban tovabbi, szignifikans emelkedés nem volt megfigyelhetd
(182,9+6,2%). A funkciondlis méréseknél tapasztalt valtozatlan Fpue  értékeknek
megfelelden nem taldltunk kiilonbséget a titin foszforilacioban a négy allatcsoport kdzott

(22. abra).
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22. abra: Fehérjeosszetétel és fehérjefoszforilaci6 a Kontroll és ovariektémizalt (OVX)
allatok szivizommintaiban. Valtozatlan fehérjedsszetétel a Kontroll (1), stresszelt kontroll
(Kontroll-S) (2), OVX (3) és OVX-S (4) allatok bal kamrai szivizomszovetében. (Coomassie blue
mennyiségi fehérjefestés, 4%-os poliakrilamid gél 0,5%-os agardzzal erésitve, MHC — miozin
nehézlanc) (A). Emelkedett troponin-1 6sszfoszforilacié (P-Tnl) az OVX csoportban (B). A
miozin-k6t6 C fehérje osszfoszforilacidja (P-MyBP-C) emelkedett az OVX és OVX-S allatokban
(C). Valtozatlan titin Osszfoszforilacio a négy allatcsoportban (D). (A fehérje foszforilaciot
proteinmennyiségre normalizaltuk és egy belso kontroll szazalé¢kaban fejeztiik ki, p<0,05).

50



5.2.5 A szivizomsejt kontraktilis funkcio osszefiiggése a miokardialis fehérjék
foszforildaciojaval, valamint a néi nemi hormonok szintjével

A szivizomsejtek funkciondlis paramétereit a fehérje foszforilacid értékeivel
Osszevetve szignifikans korrelacidt talaltunk az F,iy, valamint a MyBPC foszforilacid
kozott (r=0,986, p<0,05). A titin foszforilacié ugyanakkor nem mutatott Gsszefiiggést a
szivizomsejteken meghatarozott Fpaeiv-vel (r=0,139, p=0,86). A szérumban mért
progeszteron szint €s a szivizomsejteken meghatarozott pCasg értékek kozott szignifikans,

inverz korrelacio volt megfigyelhet6 (r=0,963, p<0,05) (23. abra).

A B
30- ovX 5,95+ Kontroll
& OVX-S
-g 204 o 5,9040VX Kontroll-S
= Kontroll-S 0
=3 ©
> Kontroll %_
X 104 5,85+
©
L.
0 T T T T ] 5,80 T T T J
100 120 140 160 180 200 0 10 20 30 40
P-MyBP-C/MyBP-C (%) Progeszteron (ng/ml)

23. abra: Osszefiiggés a fehérjefoszforilacio, a progeszteron szint és a szivizomsejtek
kontraktilis funkcidja kozott. Korrelacio a miozin-koté C fehérje (MyBP-C) 6sszfoszforilacidja
és a szivizomsejtek aktiv ereje (Fuy) koOzott (r=0,986, p<0,05, linearis regresszio) (A). A
szivizomsejtek Kalcium érzékenysége (pCasp) inverz korrelaciét mutat a szérum progeszteron
szinttel (r=0,963, p<0,05, linearis regresszio).
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6 Megbeszélés

6.1 A mieloperoxididz enzim (MPO) hatdsa a huméan szivizomsejtek mechanikai és

biokémiai jellemzdire

Az MPO hatasat izolalt, human szivizomsejteken vizsgalva megallapitottuk, hogy (1)
a MPO az in vitro kisérleti koriilmények kozott rontotta a kalciumfliggd izometrias
erOgeneralast, novelte a kalcium fiiggetlen passziv er6t és csokkentette a kalcium
érzékenységet; (2) az MPO Altal kivaltott funkcionalis valtozasok kivédhetdk voltak MPO-
inhibitorral, valamint az antioxidans metionin alkalmazasaval, az MPO kivaltotta passziv
erd novekedés redukaldszerrel revertalhatonak bizonyult; (3) az aktin fehérje SH-
oxidacidja, valamint az aktin és a MyBP-C karbonilacigja H,O, és H,O,+MPO kezelés
hatasara novekedett; (4) az MPO altal kivaltott funkciondlis hatdsokat az MPO klorinacios

aktivitasa kozvetiti (24. abra).

MPO-I
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) H202
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24. abra: A mieloperoxidaz enzim vizsgilata soran Kkapott eredményeink oOsszefoglalasa
(Magyarazat a szovegben)

Miokardialis gyulladas és I/R karosodas soran az oxidativ stressz novekedése és
kontraktilis diszfunkcio kialakulasa figyelheté meg™®. Méréseink soran az MPO+H,0;
kezelés szignifikdnsan csokkentette a szivizomsejtek aktiv erejét €s jelentdsen csdkkentette

a kalcium érzékenységet is. Ezzel szemben egy 30 uM-0s H,0; oldatban tortént inkubaciod
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Onmagaban csupdn az aktiv erd kisebb mértékli csokkenését eredményezte, mig 3 uM
H20, kezelésnek nem volt szignifikans hatasa a szivizomsejtekre. Ez sszhangban 4ll azzal
a korabbi tanulmannyal, melyben 10 uM H;0;, nem csokkentette a maximalis Ca-aktivalta
er6t permeabilizalt patkany sziv preparétumokban(log’ 109 A H,0, hatasa onmagaban
koncentraci6 dependens: novekvd koncentraciok alkalmazasa egyre nagyobb mértékben
karositja a szivizomsejt kontraktilis funkciojat. Az MPO+H,0; kezelés aktiv erdre kifejtett
jelentOs karosito hatasanak hatterében azonban a reakcioban képz6d6 erés oxidans, a HOCI
allhat. Egy kordbbi vizsgalatban a HOCI kezelés (10 és 50 uM, 1 perc) szignifikdnsan
csOkkentette a maximalis er6t(103), az MPO+H,0, kezelés hatasdhoz hasonldéan. A
MPO+H,0, kezelés sordn fénymikroszkoppal vizsgilva a szivizomsejtek hardntcsikolata
nem valtozott, azonban fontos megjegyezni, hogy elektronmikroszkopos vizsgalatok soran
HOC] hatéséra a miofilament halozat sériilése igazolodott“%®. A kalcium fiiggetlen passziv
erd HyO; hatdséara kismértékben, mig H,O,+MPO hatéséra jelentds mértékben fokozodott.
Ezen eredményeink Osszefiiggésben dallnak a kordbbi megfigyeléssel, miszerint
membranfosztott patkany trabekuladk esetében az alacsony H,O; koncentracié (10 uM) nem
novelte a passziv erét, mig a HOCl-val torténd kezelés (10 pM és 50 uM) annak
szignifikans emelkedését okozta®®¥. Bizonyitott, hogy az orias szarkomer fehérje, a titin
molekuléris rugoként mikodve kulcsszerepet jatszik a membranfosztott szivizomsejtek
passziv erejének kialakitasaban®. A szivizomsejtek passziv ereje titin izoformavaltas®®,
valamint poszttranszlaciés modosulasok (foszforilacio™®®, SH-oxidacio™ és feltehetéen
karbonilaci6) hatasara valtozhat. Korabbi eredmények alapjan oxidativ stressz hatasara
melynek hatasara n6 a fehérje rigiditésa(72) . Jelen tanulmanyunkban nem sikeriilt biokémiai
modszerekkel kimutatni a titin fehérje H,O,+MPO kezelést koveté SH oxidacidjat és
karbonilaciojat, funkcionalis méréseinkben azonban a DTT szignifikansan csokkentette a
szivizomsejtek HoO,+MPO kivaltotta Fpagsiv névekedését. Az MPO hatas redukaldszerrel
megvalositott revertalhatosaga annak oxidativ természetére utal.

H20,+MPO kezelés hatasara kisérleteinkben szignifikdns csokkenést tapasztaltunk
kalciumérzékenységhen, amely ellentmondasban all egy korabbi tanulmany
eredményeivel, ahol HOCI kezelést kovetden a pCasy érték emelkedését tapasztalték(104).
Az eltéré eredmények hatterében tobb tényezo is allhat: kisérleteinkben nem ismert példaul
a keletkez6 HOCI mennyisége, igy a két kisérleti elrendezésben kiilonbség lehet az

alkalmazott dozist illetden, emellett a permeabilizalt miocitakon, illetve trabekuldkon
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elvégzett kezelés nehezen vethetd O0ssze egymassal. A H,O; kezelés nem volt hatdssal a
sejtek kalcium érzékenységére, igy azt feltételezziik, hogy az inkabb struktaralis, mintsem
regulatorikus valtozasokat okoz a miofilamentumok szintjén, akar az erdgeneralod
kereszthidak szamanak csokkentése révén. MacFarlane és munkatarsai® hasonld
eredményeket kaptak, amikor szuperoxid anion kezelésnek tettek ki permeabilizalt patkany
szivizom preparatumot: az aktiv erd dozisfiiggd csokkenését a szuperoxid anion
kereszhidakra gyakorolt hatasaval magyaraztak. Kisérletiikben - eredményeinkhez
hasonloan - a kalcium-érzékenység valtozatlan maradt.

Az utdbbi években szamos CV megbetegedésben (példaul I/R karosodas, akut MI,
HFpEF) igazoltak az MPO szerepét. Az MPO, mint biomarker szérumszintjének
meghatarozasa hasznos lehet ezen korallapotok diagnosztizalasaban, az enzim gatlasanak

pedig kiemelt szerepe lehet ezen korképek kezelésében 107

. Az MPO gatlas potencialis
negativ immunologiai kovetkezményei ellenére az MPO-inhibitorok jelenleg is szamos CV
megbetegedés (miokardialis infarktus, HFpEF) kezelésére klinikai kiprobalas alatt allnak.
Az altalunk alkalmazott MPO-I, a 4-aminobenzhidrazid képes volt kivédeni az MPO
szivizomsejtekre gyakorolt karos hatasait. Az inhibitorhoz hasonloan az antioxidans, HOCI
scavenger aminosav, a Met is képes volt megakadalyozni azt, hogy az MPO Kkifejtse
funkcionalis hatésait, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy az észlelt valtozasokért az MPO
klorinécios aktivitasa tehetd feleldssé. Ez utobbi megallapitasunkat MPO aktivitas assay-
vel 1s megerdsitettiik. A HOCI leggyorsabban kéntartalmi aminosavakkal (Met, Cys)
képes reakcioba lépni(los), ennek megfelelden az altalunk alkalmazott nagydozisu Met
képes volt hatastalanitani a HOCI oxidativ kapacitasat. A Met oldallancok oxidacidjaval
Met-szulfoxid (MetSO) keletkezik. Mivel ez a folyamat MetSO-reduktaz jelenlétében
reverzibilis®®, igy a Met-nak potencialisan protektiv szerepet tulajdonitanak oxidativ

(&)

stresszel jar6 korfolyamatokban Korabbi tanulmanyok alapjan ismert, hogy a

fiziologidsan relevans Met oldallacok oxidacidja a fehérjék funkciokarosodasat

(109) mely utobbit kimutattak szivizomfehérjék esetében is (pl. aktin)**9. Fontos

okozhatja
azonban megjegyezni, hogy a HOCI karositdé mechanizmusanak nagy reakciosebessége
miatt a HOCI keletkezésének gatlasa hatékonyabb lehet, mint a mar Iétrejott HOCI
kozombdositése.

Az MPO inhibitorral és Met-nal két ponton is sikeresen kivédtik az MPO oxidativ
hatasait. A redukaloszer DTT azonban a csak részlegesen volt képes visszaforditani az
MPO-indukalt mechanikai valtozasokat: a passziv er6t a kiindulasi értékre csokkentette,
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azonban az aktiv er6t és a pCasp értéket nem befolyasolta. Az MPO altal kozvetitett
oxidativ hatasok sokfélesége(24) miatt valosziniisithetd, hogy esetiinkben tobb, kiilonb6zo
reakcid eltérd poszttranszlacios modositdsokat eredményezett a szivizomfehérjéken. Az
Cys SH oldallancai példaul oxidéacio hatdsara mind reverzibilis (intra- €s intermolekularis
diszulfid-hidak képzddése), tovabbi oxidacid hatasara pedig irreverzibilis (szulfinsav,
szulfonsav) reakciokban vesznek részt®, Ugyanigy a Met is szenvedhet reverzibilis és
irreverzibilis  (Met-szulfon) modosulast®, a HOCI pedig bizonyitottan fehérje
karbonilaciot is 0koz, amely szintén irreverzibilis folyamat.

Jelen tanulmanyunkban a H,O0,+MPO hatasara megfigyelt szivizom SH oxidacio
Osszhangban all a szivizom szeleteken nagydo6zisi HOCI altal kivaltott SH oxidéacioval ™Y,
Korabbi tanulmanyokban kimutattak, hogy oxidativ hatasok jelentdsen modosithatjak az
aktin és miozin filamentumok szerkezetét™?. Humén bal kamrai szivizomsejteken az
oxidativ hatasu DTDP pedig csokkentette az aktin és a miozin-konnytildnc-1 SH-tartalmat,
mellyel parhuzamosan csokkent a szivizomsejtek aktiv erdgeneralasa®”. Mindezek alapjan
kisérleteinkben mi is megvizsgaltuk az egyes szivizomfehérjék SH oxidaciojanak
mértékét: aktin esetében szignifikans SH tartalom csokkenést tapasztaltunk, azonban ennek
mértéke nem novekedett MPO hatdsara, igy €z Onmagdban nem magyarazza a
szivizomsejtek aktiv erejének csokkenését.

Egy, a munkacsoportunk 4&ltal korabban hasznalt miokardialis infarktus egér
modellben a kalcium-érzékenység csokkenéséhez az aktin és MHC karbonilécidja tarsult,
mig magas koncentracioban alkalmazott H,O; az aktin karbonilacidjat idézte els™?, Jelen
tanulmanyunkban 0,1 mM-nal magasabb H,0, d6zist annak MPO gétlé hatdsa miatt nem
alkalmaztunk™®, igy a funkcionalis méréseinknél is hasznalt 30 uM-os kezelést kovetSen
értekeltiik a fehérjék karbonilacigjat. Az aktin és MyBP-C esetében kismértékii
novekedést tapasztaltunk a karbonilacios indexben. Mivel ezen paraméterben tovabbi
novekedést nem észleltiink az MPO kezelés hatasara, igy az MPO-indukalt funkcionalis
hatasokat nem tudtuk egy-egy konkrét szivizomfehérje SH oxidaciojaval, vagy
karbonilédciojaval magyarazni.

A szivizom fehérjék kozott kialakuld keresztkotéseket nem-redukald pufferben feloldott
mintdkon vizsgaltuk. Canton és munkatdarsai® %9 nem-redukalo koriilmények kozott
aktin, tropomiozin és dezmin fehérjék esetében kereszthidképzddést mutattak ki H,O;
perfuziot kovetéen patkany szivizomban, valamint Tm dimerek kialakulasat tapasztaltak
szivelégtelen betegekbdl szarmazoé biopszidk vizsgalatakor. Kisérletiinkben mi ezzel
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szemben egy aktin és Tm ellenes antitestre jelet ado fehérjekomplexet azonositottunk nem-
redukdld koriilmények kozott, melynek mennyisége MPO kezelés hatdsdra a
varakozasokkal ellentétben csokkent. A jelenség hatterében valosziniileg az allhat, hogy a
kezelés hatasara a fehérje oldhatésaga csokkent, igy nem-redukalé pufferben oldva
kevesebb tudott a gélbe jutni.

Az MPO szivizomsejtekre  kifejtett  hatdsdnak  kozvetitésében  egyéb
fehérjemodosulasok  (pl.  klorinacio™?, nitralas™'®, Met oxidacio, szulfonsav-
képz6dést®, fehérjedegradacio®y) is szerepet kaphatnak, melyek vizsgalatéra kisérleteink
nem terjedtek Ki.

Jelen tanulmanyunkban az MPO rontotta a szivizomsejtek kontraktilis funkcigjat.
Szamos tanulmany sziiletett mar az oxidativ stressz karos hatdsairdl, azonban ujabb
bizonyitékok egy sokkal komplexebb kép mellett szolnak. Kimutattak ugyanis, hogy az
enyhe oxidativ stressz akar kardioprotektiv is lehet, s6t akar javithatja is a kontraktilis

{35 117) Osszességében elmondhatd, hogy az oxidativ agensek

apparatus teljesitmény¢
szivizomra kifejtett hatdsa nagyban fiigg azok er6sségétdl és természetétol, valamint a

miofilamentumok redox kornyezetétol.

6.2 A stressz és a ndi nemi hormonok hatdsai a szivizomsejtek kontraktilis funkcidjara és
a miofilamentaris fehérjék foszforilaciojara

Az elmult évtizedekben a fizikai és emocionalis stressz, valamint a noi nemi
hormonok kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt hatasair6l Szamos tanulmany keriilt
publikalasra. Ugyanakkor tovabbra is kevés adat all rendelkezésre ezen tényezoknek a
szivizom kontraktilis funkciora és a miofilamentaris fehérjerendszerre kifejtett hatasairol.
Fontos megjegyezni, hogy a kiilonbozé allatmodellekben az alkalmazott stressz tipusa,
id6tartama, és az alkalmazas moddja (akut, vagy kronikus) nagyban befolyasolhatja a
kivaltott valaszokat, illetve azok mértékét. Mivel a kronikus stressz hatasai a fellépd
deszenzitizaci6 miatt nehezen tanulméanyozhatdak, igy jelen allatmodelliinkben az akut
stressz hatasait vizsgaltuk. A kisérletiinkben alkalmazott akut stressz protokoll (hideg
immobilizacioval) hatasara az ACTH és kortikoszteroid szintek novekedése, a
szivfrekvencia csdkkenése és a pulzustérfogat emelkedése kovetkezik be™®).

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy 1. a stressznek Kitett allatcsoportokban
(kontroll-S, OVX-S) a szérum progeszteron szint tdbb mint haromszor magasabb, mint a

kontroll és OVX allatokban; 2. az OVX allatokbdl szarmazo szivizomsejtek Fyiv-ja
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szignifikdnsan magasabb a kontroll allatokéhoz képest; 3. Fpass.iv €s Kalcium érzékenység
(pCasp) nem kiilonbozik az egyes allatcsoportok kozott, azonban akut stresszt kovetéen
pCas jelzett csokkenése figyelheté meg; 4. a szérum progeszteron szint inverz korrelaciot
mutat a pCasg értékekkel; 5. a miofilamentaris fehérjék Osszetétele nem kiilonbozik a
vizsgalt allatcsoportokban, ugyanakkor a MyBP-C foszforilacidja szignifikansan magasabb
az OVX allatokban (25. abra).

Kontroll1 OVX q
Fo
- o aktiv ?‘7‘ ______ f_ﬂp_ ’ﬁ(N/mZ
Ovariektomia MyBPC-P \j Faiv|| | | [
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[Béta-adrenerg tl]lsuly] —

Stressz SSaa [ Csokkent kalcium ]

s érzékenység
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Progeszteronszint _ === =

emelkedés

25. abra: Az ovariektomia és az akut stressz vizsgalata soran kapott eredményeink
osszfoglalasa (Magyarazat a szovegben)

Ismert, hogy stressz hatdsara a szérum progeszteron szint nemtdl fliggetleniil
jelentdsen megemelkedik, melynek hatterében a hormon mellékvesekéregbdl torténd
szekrécidja 411®2 8 119 - A progeszteron (kortizol eléanyaga) szint novekedése fontos
komponense a szervezet hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (HPA) tengelye altal
kozvetitett stresszvalasznak™® 9, A progeszteronszint jelentds emelkedése az altalunk
vizsgalt allatmodellben is megfigyelhetd volt a stressznek Kitett Kontroll, és OVX-en
atesett allatcsoportban. Sze és kutatécsopor(ja(m) him és ndstény patkanyokon tszas
hatasara a szérum progeszteron szint szignifikans novekedését mutattak Ki, bar ennek
kiindulési szintje és a novekedés mértéke némiképp elmaradt a kisérleteinkben az OVX és
OVX-S csoportokban megfigyelt valtozasoktol. Kalil és munkatdrsai® az immobilizacio,
mint stresszforrds hatasara bekovetkezd szérum progeszteron emelkedés idébeli lefolyasat
vizsgalva szignifikans mértékii emelkedést mértek a stressz elsd oraiban ndstény, him,
ovariektomizalt néstény, valamint gonadektomian atesett him allatokban is. A

progeszteron szint emelkedésének mértéke ebben a modellben teljes mértékben
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Osszevethetd volt sajat kisérleteinkben a Kontroll ¢s az OVX allatcsoportokban mért
hormonszintekkel.

A progeszteron szivre gyakorolt hatasait szamos tanulmany vizsgalta, azonban a
progeszteron receptorok bal kamrai szivizommintakban torténé kimutatasara iranyuld -
progeszteron receptor (PR) A és B magreceptor ellenes antitestek felhasznalasaval végzett

122) " mind pedig human szovetekben negativ eredménnyel

- kisérletek mind egér
zérultak*®. Ezzel szemben human pitvari szivizomzatban 0sztrogén hatasara a PR mRNS
szintjének novekedését igazoltak, melyet fehérjeszinten is sikeriilt kimutatni
posztmenopauzas nékben, ugyanakkor a PR-expresszio fokozodasa a férfiakbol szarmazo

(124)

szovetekben nem volt igazolhato*“". Irodalmi adatok a progeszteron kardiovaszkularis

hatasait egyre inkabb nem genomi utvonalak aktivalédasaval hozzak 6sszefiiggésbe(125).
Az, hogy ezek a gyors szignaltranszdukcids utak is szerepet kapnak a progeszteron
valaszban, felveti az akut stressz altal kivaltott progeszteronszint emelkedés esetleges
hatésait a szivizomsejtek kontraktilis miikodésére és/vagy annak szabalyozasara.

A stressz hatasara felszabaduld katekolamin tobblet a B-adrenerg jelatviteli aton
keresztil a PKA aktivalodasahoz vezet. A Tnl PKA-medialt foszforilacioja a
miofilamentaris rendszer kalcium érzékenységének csokkenése révén befolyasolja a
kontraktilis funkciot®. Jelen tanulmanyunkban nem talaltunk jelentds kiilonbséget a pCasg
értekek kozott a négy allatcsoportban, csupan egy, a stressz hatdsara bekovetkezod,
kismértékli, nem szignifikans kalcium érzékenység csokkenés volt megfigyelhetdé a
stressznek kitett Kontroll-S, illetve az OV X-S allatcsoportok esetében, ez azonban nem jart
egylitt a Tnl fehérje foszforilacids allapotanak valtozasaval. Az ellentmondo6 eredményeket
az Aaltalunk hasznalt nem kindz- és foszforilaciés hely specifikus festési eljaras is
magyarazhatja. Kisérleteink sordn ugyanis az egyes fehérjék Osszfoszforilacids szintjét
hataroztuk meg, mely nem ad informaciot a kiilonb6z6 protein-kinazok (PKA, PKC-BII, 3,
¢) altal medialt specifikus foszforilacios helyekrdl. Utdbbiak foszforilacidja ugyanis akar
ellentétes modon is befolyasolhatja a miofilamentaris rendszer kalcium érzékenységét(126).
Meg kell jegyezni ugyanakkor, hogy a PKA-fiiggé foszforilacioé szintje ragesalok esetében
magasabb, mint a nagyobb emldsok esetében, ami megneheziti a kisebb kiilonbségek
kimutatasat*?",

Kisérleteink soran szignifikans Osszefiiggést talaltunk a szérum progeszteron szint és
a szivizomsejtek pCasg értékei kozott. Ez arra utal, hogy a Kontroll-S, illetve az OVX-S

allatokban megfigyelt kismértékii, nem szignifikans ca® érzékenység csokkenés kivaltoja
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az emocionalis stressz volt. A megfigyelésiink alapjan azonban nem donthetd el
egyértelmiien, hogy a Ca?* érzékenységre a stressz indukalt progeszteron, vagy a stressz
hatasara kialakuld B-adrenerg tulstly volt hatassal. Feridooni és munkatdrsai™®® a
progeszteron akut hatdsait vizsgalva egér sziven ugyancsak a Ca’" érzékenység
csokkenését figyelték meg a ndstények esetében progeszteron adasat kovetden, mely
valtozas progeszteron receptor antagonistaval kivédhetonek bizonyult. A progeszteron
ugyanakkor him allatokban nem befolyasolta a Ca**-érzékenységet.

Ovariektomiat kovetden a [-adrenerg receptorok upregulacidja és a [B-adrenerg

(129)

jelatviteli ut stimulacidja kdvetkezik be'™ ™, mely a sziven pozitiv inotrép hatast kozvetit,

130 Kisérletes koriilmények kozott az

emeli a szivfrekvenciat és a kontraktilitas
ovariektomia néveli mind az alap és az izoprenalin-indukalta kontrakciot, valamint a 1-
adrenerg receptor expresszi(’)jét(l3l). A Pl-adreneg receptor stimulacidja Gs proteineket
aktivalva a cAMP koncentracido novekedéséhez és PKA aktivalodashoz vezet. A PKA
képes foszforildlni a miofilamentaris fehérjéket, tobbek kozott a MyBP-C-t is132. A
MyBP-C fehérje foszforilacidja gyorsitja az aktin-miozin kereszthidak kialakulasanak
kinetikéjét(133) ¢és noveli a kalcium aktivalta maximalis er6t**”. Ezen megfigyeléssel
Osszhangban, kisérleteinkben is szignifikdns Fu, novekedést tapasztaltunk az OVX
allatokban. Ezen feliil a MyBP-C foszforilacidja szignifikans korrelaciot mutatott az Fyy
értekekkel. Eredményeink alapjan az OVX dllatokbol izolalt szivizomsejtek Fiyv
novekedésének hatterében az ovariektomia hatasara bekovetkezd Pl-adreneg stimulacio
kovetkeztében kialakul6 MyBP-C foszforilacio allhat. A ndi szivizomsejtekben
fiziologiasan is kisebb és lassabb kontrakciokat, valamint alacsonyabb Ca?* tranzienseket
mutattak ki, melyek hozzajarulhatnak a ndk esetében megfigyelheté alacsonyabb CV
rizikohoz"*®).

(130)  patkanyokban emelkedett kalcium

Wattanapermpool és  munkatdrsai
érzékenységet és csokkent miofibrillaris ATP4z aktivitast talaltak 10 héttel az ovariektomia
utan. Ezzel szemben kisérleteinkben 16 héttel az ovariektomiat kovetden a pCasg értékek
az OVX ¢és a Kontroll allatcsoportban nem kiilonboztek. A tapasztalt eltérés az
ovariektomia utdn a szivizom kontraktilis funkciojaban az esetleges kompenzatorikus
mechanizmusok aktivalodasanak id6filiggésére hivja fel a figyelmet.

Munkank sordn nem talaltunk kiilonbséget az egyes allatcsoportok kozott sem az
Foassziv értékekben, sem pedig annak f6 regulatoranak, a titin fehérjének a foszforilacios

((137)

allapotaban. Bupha-Int patkany trabekula prepardtumokon, illetve szivizommintakon
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végzett kisérleteiben az ovariektomia ugyancsak nem volt hatassal a szivizom merevségre,
a kollagén tartalomra, valamint a titin izoforma aranyra sem. N6kben azonban a bal kamra
szivizomzat nagyobb merevsége hozzajarulhat a diasztolés diszfunkcié gyakoribb
eléfordulasahoz.

A tanulmanyunkban alkalmazott stressz forma (hideg ¢s immobilizacid) a
mindennapi életben viszonylag ritkan fordul eld. Az akut, féként emocionalis vagy fizikai
stressz hatasara 1étrejovo, a klinikai gyakorlatban is gyakran megfigyelheté takotsubo
kardiomiopatia (TCM) a bal kamra és szivcsucs atmeneti, az esetek toObbségében teljesen
reverzibilis falmozgaszavara. A betegek szérumaban haromszor magasabb katecholamin
koncentracié mutathat6 ki, mint a Ml-ban szenvedd betegeknél(%). A TCM az esetek dontd
tobbségében posztmenopauzalis ndkben alakul ki. Ueyama és munkatdrsai®™® a TCM
patkanymodelljében kimutattak, hogy az OVX éllatok kozott nagyobb mértékben csokkent
a bal kamra funkcio azokban az egyedekben, akik nem részesiiltek dsztrogénpotlasban. A
TCM patofiziologidja maig nem ismert teljes mértékben, azonban a kozelmult kutatisai
vilagossa tették, hogy egyes betegekben a korai szovodmények (akut szivelégtelenség,
malignus kamrai ritmuszavarok, hirtelen halal) kialakuldsa mellett a szivfunkcio tartos
karosodasat is eredményezheti. A TCM lehetséges kivalto okainak alaposabb megismerése
az elmuilt években jelentdsen megvaltoztatta ennek a korabban benignusnak vélt
korallapotnak a klinikai megitélését. Ezaltal egyre nagyobb igény mutatkozik a TCM
hatterében allo akut és kés6i folyamatok részletes feltérképezésére, valamint adekvat,

specifikus terapia kidolgozasara.

60



7  Osszegzés

Az oxidativ stressz ¢és az akut stressz fontos szerepet jatszik szadmos
kardiovaszkularis betegség (pl. miokardidlis inkarktus, iszkémia-reperfuzios karosodas,
szivelégtelenség) kialakulasaban. Osszetett hatdsmechanizmusuk egyik pilléreként a
miofilamentaris fehérjék poszttranszlaciés modositasai altal kontraktilis diszfunkcidt is
eldidézhetnek.

A mieloperoxidaz enzim (MPO) hatasara képz6d6 oxidansok in vitro az aktiv er6 és
a miofilamentaris rendszer kalcium érzékenységének csokkentése, valamint a passziv erd
novelése révén karositjak a human bal kamrai szivizomsejtek kontraktilis funkciojat. Ezen
funkcionalis hatasok 1étrejottében szerepet jatszhat a szulfhidril-csoport (SH) oxidacio, mig
a fehérje karbonilacio jelentdsége elhanyagolhatonak tiinik. A MPO hatasai MPO
inhibitorral és az antoxidans hatasti metioninnal kivédhetéek. Az azonositott funkcionalis
¢és biokémiai eltérések terdpias jelentdséggel birhatnak az MPO 4altal indukalt kontraktilis
diszfunkci6 és miofilamentaris  fehérjevaltozasok  kivédésében/visszaforditasaban
emelkedett MPO szinttel jard kardiovaszkularis korfolyamatokban. Kisérleteinkben
kimutattuk, hogy az akut stressz hatasara jelent6s mértékben ndvekszik a szérum
progeszteronszint mind nem ovariektomizalt, mind pedig ovariektomizalt ndstény
patkanyokban. Az 0Osztrogén hianya befolyasolja a bal kamrai izolalt szivizomsejtek
aktivalt er6generalas. A szérum progeszteron szint ndvekedésével parhuzamosan csékken a
miofilamentaris rendszer kalcium érzékenysége, melynek hatterében a Szervezet
emocionalis stresszre adott védelmi véalasza allhat.

Az oxidansok karositd ¢és a néi nemi hormonok védd szerepének pontos
mechanizmusa a fent emlitett kardiovaszkularis betegségekben tovabbra sem teljesen
tisztazott. A specifikus miofilamentaris fehérje modosulasok funkcionalis hatasainak
pontosabb megértése nagyban hozzdjarulhat a kardiovaszkularis betegségek ujszerii

kezelési lehetdségeinek kifejlesztéséhez.
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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*" 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”*-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**-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.
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GINOP-2.3.2-15-2016-00048 Stay alive project of the European Union
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SZECHENYI @
gy

MAGYARORSZAG - T
Pttt el BEFEKTETES A JOVOBE




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Irodalomjegyzék

Chen YR, Zweier JL. Cardiac mitochondria and reactive oxygen species
generation. Circ Res. 2014; 114(3): 524-37.

Seddon M, Looi YH, Shah AM. Oxidative stress and redox signalling in cardiac
hypertrophy and heart failure. Heart. 2007; 93(8): 903-7.

Lacy F, O'Connor DT, Schmid-Schonbein GW. Plasma hydrogen peroxide
production in hypertensives and normotensive subjects at genetic risk of
hypertension. J Hypertens. 1998; 16(3): 291-303.

Hampton MB, Kettle AJ, Winterbourn CC. Inside the neutrophil phagosome:
oxidants, myeloperoxidase, and bacterial killing. Blood. 1998; 92(9): 3007-17.

Liu X, Zweier JL. A real-time electrochemical technique for measurement of
cellular hydrogen peroxide generation and consumption: evaluation in human
polymorphonuclear leukocytes. Free Radic Biol Med. 2001; 31(7): 894-901.

Mutze S, Hebling U, Stremmel W, Wang J, Arnhold J, Pantopoulos K, et al.
Myeloperoxidase-derived hypochlorous acid antagonizes the oxidative stress-
mediated activation of iron regulatory protein 1. J Biol Chem. 2003; 278(42):
40542-9.

Kalyanaraman B. Teaching the basics of redox biology to medical and graduate
students: Oxidants, antioxidants and disease mechanisms. Redox Biol. 2013; 1:
244-57.

Senoner T, Dichtl W. Oxidative Stress in Cardiovascular Diseases: Still a
Therapeutic Target? Nutrients. 2019; 11(9).

Rodrigo R, Libuy M, Feliu F, Hasson D. Oxidative stress-related biomarkers in
essential hypertension and ischemia-reperfusion myocardial damage. Dis Markers.
2013; 35(6): 773-90.

Taniyama Y, Griendling KK. Reactive oxygen species in the vasculature:
molecular and cellular mechanisms. Hypertension. 2003; 42(6): 1075-81.

Lusis AJ. Atherosclerosis. Nature. 2000; 407(6801): 233-41.

Cai H, Harrison DG. Endothelial dysfunction in cardiovascular diseases: the role of
oxidant stress. Circ Res. 2000; 87(10): 840-4.

Matsushima S, Tsutsui H, Sadoshima J. Physiological and pathological functions of
NADPH oxidases during myocardial ischemia-reperfusion. Trends Cardiovasc
Med. 2014; 24(5): 202-5.

Reimer KA, Murry CE, Richard VJ. The role of neutrophils and free radicals in the
ischemic-reperfused heart: why the confusion and controversy? J Mol Cell Cardiol.
1989; 21(12): 1225-39.

Vinten-Johansen J. Involvement of neutrophils in the pathogenesis of lethal
myocardial reperfusion injury. Cardiovasc Res. 2004; 61(3): 481-97.

Chatelain P, Latour JG, Tran D, de Lorgeril M, Dupras G, Bourassa M. Neutrophil
accumulation in experimental myocardial infarcts: relation with extent of injury and
effect of reperfusion. Circulation. 1987; 75(5): 1083-90.

Litt MR, Jeremy RW, Weisman HF, Winkelstein JA, Becker LC. Neutrophil
depletion limited to reperfusion reduces myocardial infarct size after 90 minutes of
ischemia. Evidence for neutrophil-mediated reperfusion injury. Circulation. 1989;
80(6): 1816-27.

63



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Fang L, Moore XL, Dart AM, Wang LM. Systemic inflammatory response
following acute myocardial infarction. J Geriatr Cardiol. 2015; 12(3): 305-12.
Afanas'ev I. ROS and RNS signaling in heart disorders: could antioxidant treatment
be successful? Oxid Med Cell Longev. 2011; 2011: 2937609.

Sirker A, Zhang M, Murdoch C, Shah AM. Involvement of NADPH oxidases in
cardiac remodelling and heart failure. Am J Nephrol. 2007; 27(6): 649-60.
Landmesser U, Wollert KC, Drexler H. Potential novel pharmacological therapies
for myocardial remodelling. Cardiovasc Res. 2009; 81(3): 519-27.

Kuroda J, Ago T, Matsushima S, Zhai P, Schneider MD, Sadoshima J. NADPH
oxidase 4 (Nox4) is a major source of oxidative stress in the failing heart. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2010; 107(35): 15565-70.

Sawyer DB. Oxidative stress in heart failure: what are we missing? Am J Med Sci.
2011; 342(2): 120-4.

Steinberg SF. Oxidative stress and sarcomeric proteins. Circ Res. 2013; 112(2):
393-405.

MacFarlane NG, Miller DJ. Depression of peak force without altering calcium
sensitivity by the superoxide anion in chemically skinned cardiac muscle of rat.
Circ Res. 1992; 70(6): 1217-24.

Borbely A, Toth A, Edes I, Virag L, Papp JG, Varro A, et al. Peroxynitrite-induced
alpha-actinin nitration and contractile alterations in isolated human myocardial
cells. Cardiovasc Res. 2005; 67(2): 225-33.

Hertelendi Z, Toth A, Borbely A, Galajda Z, van der Velden J, Stienen GJ, et al.
Oxidation of myofilament protein sulfhydryl groups reduces the contractile force
and its Ca2+ sensitivity in human cardiomyocytes. Antioxid Redox Signal. 2008;
10(7): 1175-84.

Sumandea MP, Steinberg SF. Redox signaling and cardiac sarcomeres. J Biol
Chem. 2011; 286(12): 9921-7.

Avner BS, Hinken AC, Yuan C, Solaro RJ. H202 alters rat cardiac sarcomere
function and protein phosphorylation through redox signaling. Am J Physiol Heart
Circ Physiol. 2010; 299(3): H723-30.

Canton M, Neverova |, Menabo R, Van Eyk J, Di Lisa F. Evidence of myofibrillar
protein oxidation induced by postischemic reperfusion in isolated rat hearts. Am J
Physiol Heart Circ Physiol. 2004; 286(3): H870-7.

Hawkins CL, Pattison DI, Davies MJ. Hypochlorite-induced oxidation of amino
acids, peptides and proteins. Amino Acids. 2003; 25(3-4): 259-74.

Levine RL, Mosoni L, Berlett BS, Stadtman ER. Methionine residues as
endogenous antioxidants in proteins. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996; 93(26):
15036-40.

Vogt W. Oxidation of methionyl residues in proteins: tools, targets, and reversal.
Free Radic Biol Med. 1995; 18(1): 93-105.

Levine RL, Berlett BS, Moskovitz J, Mosoni L, Stadtman ER. Methionine residues
may protect proteins from critical oxidative damage. Mech Ageing Dev. 1999;
107(3): 323-32.

Chung HS, Wang SB, Venkatraman V, Murray CI, Van Eyk JE. Cysteine oxidative
posttranslational modifications: emerging regulation in the cardiovascular system.
Circ Res. 2013; 112(2): 382-92.

Findlay VJ, Tapiero H, Townsend DM. Sulfiredoxin: a potential therapeutic agent?
Biomed Pharmacother. 2005; 59(7): 374-9.

64



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Nystrom T. Role of oxidative carbonylation in protein quality control and
senescence. EMBO J. 2005; 24(7): 1311-7.

Dalle-Donne 1, Giustarini D, Colombo R, Rossi R, Milzani A. Protein
carbonylation in human diseases. Trends Mol Med. 2003; 9(4): 169-76.

Hazen SL, Heinecke JW. 3-Chlorotyrosine, a specific marker of myeloperoxidase-
catalyzed oxidation, is markedly elevated in low density lipoprotein isolated from
human atherosclerotic intima. J Clin Invest. 1997; 99(9): 2075-81.

Eiserich JP, Cross CE, Jones AD, Halliwell B, van der Vliet A. Formation of
nitrating and chlorinating species by reaction of nitrite with hypochlorous acid. A
novel mechanism for nitric oxide-mediated protein modification. J Biol Chem.
1996; 271(32): 19199-208.

Zheng L, Nukuna B, Brennan ML, Sun M, Goormastic M, Settle M, et al.
Apolipoprotein A-l is a selective target for myeloperoxidase-catalyzed oxidation
and functional impairment in subjects with cardiovascular disease. J Clin Invest.
2004; 114(4): 529-41.

Heinecke JW, Li W, Daehnke HL, 3rd, Goldstein JA. Dityrosine, a specific marker
of oxidation, is synthesized by the myeloperoxidase-hydrogen peroxide system of
human neutrophils and macrophages. J Biol Chem. 1993; 268(6): 4069-77.

Hansson M, Olsson I, Nauseef WM. Biosynthesis, processing, and sorting of
human myeloperoxidase. Arch Biochem Biophys. 2006; 445(2): 214-24.

Nicholls SJ, Hazen SL. Myeloperoxidase and cardiovascular disease. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2005; 25(6): 1102-11.

Malle E, Furtmuller PG, Sattler W, Obinger C. Myeloperoxidase: a target for new
drug development? Br J Pharmacol. 2007; 152(6): 838-54.

Arnhold J, Flemmig J. Human myeloperoxidase in innate and acquired immunity.
Arch Biochem Biophys. 2010; 500(1): 92-106.

Lane AE, Tan JT, Hawkins CL, Heather AK, Davies MJ. The myeloperoxidase-
derived oxidant HOSCN inhibits protein tyrosine phosphatases and modulates cell
signalling via the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway in
macrophages. Biochem J. 2010; 430(1): 161-9.

van der Veen BS, de Winther MP, Heeringa P. Myeloperoxidase: molecular
mechanisms of action and their relevance to human health and disease. Antioxid
Redox Signal. 2009; 11(11): 2899-937.

Mocatta TJ, Pilorow AP, Cameron VA, Senthilmohan R, Frampton CM, Richards
AM, et al. Plasma concentrations of myeloperoxidase predict mortality after
myocardial infarction. J Am Coll Cardiol. 2007; 49(20): 1993-2000.

Loria V, Dato I, Graziani F, Biasucci LM. Myeloperoxidase: a new biomarker of
inflammation in ischemic heart disease and acute coronary syndromes. Mediators
Inflamm. 2008; 2008: 135625.

Baldus S, Heitzer T, Eiserich JP, Lau D, Mollnau H, Ortak M, et al.
Myeloperoxidase enhances nitric oxide catabolism during myocardial ischemia and
reperfusion. Free Radic Biol Med. 2004; 37(6): 902-11.

Podrez EA, Abu-Soud HM, Hazen SL. Myeloperoxidase-generated oxidants and
atherosclerosis. Free Radic Biol Med. 2000; 28(12): 1717-25.

Sinning C, Schnabel R, Peacock WF, Blankenberg S. Up-and-coming markers:
myeloperoxidase, a novel biomarker test for heart failure and acute coronary
syndrome application? Congest Heart Fail. 2008; 14(4 Suppl 1): 46-8.

65



54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Spickett CM, Jerlich A, Panasenko OM, Arnhold J, Pitt AR, Stelmaszynska T, et al.
The reactions of hypochlorous acid, the reactive oxygen species produced by
myeloperoxidase, with lipids. Acta Biochim Pol. 2000; 47(4): 889-99.

Zhang C, Patel R, Eiserich JP, Zhou F, Kelpke S, Ma W, et al. Endothelial
dysfunction is induced by proinflammatory oxidant hypochlorous acid. Am J
Physiol Heart Circ Physiol. 2001; 281(4): H1469-75.

Hawkins CL, Davies MJ. Hypochlorite-induced damage to nucleosides: formation
of chloramines and nitrogen-centered radicals. Chem Res Toxicol. 2001; 14(8):
1071-81.

Prutz WA. Interactions of hypochlorous acid with pyrimidine nucleotides, and
secondary reactions of chlorinated pyrimidines with GSH, NADH, and other
substrates. Arch Biochem Biophys. 1998; 349(1): 183-91.

Pattison DI, Davies MJ. Absolute rate constants for the reaction of hypochlorous
acid with protein side chains and peptide bonds. Chem Res Toxicol. 2001; 14(10):
1453-64.

Winterbourn CC. Biological reactivity and biomarkers of the neutrophil oxidant,
hypochlorous acid. Toxicology. 2002; 181-182: 223-7.

Winterbourn CC, Kettle AJ. Biomarkers of myeloperoxidase-derived hypochlorous
acid. Free Radic Biol Med. 2000; 29(5): 403-9.

Linke WA, Kruger M. The giant protein titin as an integrator of myocyte signaling
pathways. Physiology (Bethesda). 2010; 25(3): 186-98.

Linke WA. Sense and stretchability: the role of titin and titin-associated proteins in
myocardial stress-sensing and mechanical dysfunction. Cardiovasc Res. 2008;
77(4): 637-48.

LeWinter MM, Granzier H. Cardiac titin: a multifunctional giant. Circulation.
2010; 121(19): 2137-45.

Kruger M, Linke WA. Titin-based mechanical signalling in normal and failing
myocardium. J Mol Cell Cardiol. 2009; 46(4): 490-8.

Nagueh SF, Shah G, Wu Y, Torre-Amione G, King NM, Lahmers S, et al. Altered
titin expression, myocardial stiffness, and left ventricular function in patients with
dilated cardiomyopathy. Circulation. 2004; 110(2): 155-62.

Wu Y, Bell SP, Trombitas K, Witt CC, Labeit S, LeWinter MM, et al. Changes in
titin isoform expression in pacing-induced cardiac failure give rise to increased
passive muscle stiffness. Circulation. 2002; 106(11): 1384-9.

Kruger M, Linke WA. The giant protein titin: a regulatory node that integrates
myocyte signaling pathways. J Biol Chem. 2011; 286(12): 9905-12.

Hamdani N, Krysiak J, Kreusser MM, Neef S, Dos Remedios CG, Maier LS, et al.
Crucial role for Ca2(+)/calmodulin-dependent protein kinase-11 in regulating
diastolic stress of normal and failing hearts via titin phosphorylation. Circ Res.
2013; 112(4): 664-74.

van Heerebeek L, Hamdani N, Falcao-Pires I, Leite-Moreira AF, Begieneman MP,
Bronzwaer JG, et al. Low myocardial protein kinase G activity in heart failure with
preserved ejection fraction. Circulation. 2012; 126(7): 830-9.

Borbely A, Falcao-Pires I, van Heerebeek L, Hamdani N, Edes I, Gavina C, et al.
Hypophosphorylation of the Stiff N2B titin isoform raises cardiomyocyte resting
tension in failing human myocardium. Circ Res. 2009; 104(6): 780-6.

Hidalgo C, Hudson B, Bogomolovas J, Zhu Y, Anderson B, Greaser M, et al. PKC
phosphorylation of titin's PEVK element: a novel and conserved pathway for
modulating myocardial stiffness. Circ Res. 2009; 105(7): 631-8, 17 p following 38.

66



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Grutzner A, Garcia-Manyes S, Kotter S, Badilla CL, Fernandez JM, Linke WA.
Modulation of titin-based stiffness by disulfide bonding in the cardiac titin N2-B
unique sequence. Biophys J. 2009; 97(3): 825-34.

Fazal L, Azibani F, Vodovar N, Cohen Solal A, Delcayre C, Samuel JL. Effects of
biological sex on the pathophysiology of the heart. Br J Pharmacol. 2014; 171(3):
555-66.

Rossouw JE. Hormones, genetic factors, and gender differences in cardiovascular
disease. Cardiovasc Res. 2002; 53(3): 550-7.

Murphy E, Steenbergen C. Gender-based differences in mechanisms of protection
in myocardial ischemia-reperfusion injury. Cardiovasc Res. 2007; 75(3): 478-86.
Regitz-Zagrosek V, Oertelt-Prigione S, Seeland U, Hetzer R. Sex and gender
differences in myocardial hypertrophy and heart failure. Circ J. 2010; 74(7): 1265-
73.

Meyer MR, Haas E, Barton M. Gender differences of cardiovascular disease: new
perspectives for estrogen receptor signaling. Hypertension. 2006; 47(6): 1019-26.
Fischer M, Baessler A, Schunkert H. Renin angiotensin system and gender
differences in the cardiovascular system. Cardiovasc Res. 2002; 53(3): 672-7.
Regitz-Zagrosek V. Therapeutic implications of the gender-specific aspects of
cardiovascular disease. Nat Rev Drug Discov. 2006; 5(5): 425-38.

Khalil RA. Sex hormones as potential modulators of vascular function in
hypertension. Hypertension. 2005; 46(2): 249-54.

Stice JP, Knowlton AA. Estrogen, NFkappaB, and the heat shock response. Mol
Med. 2008; 14(7-8): 517-27.

Fajer AB, Holzbauer M, Newport HM. The contribution of the adrenal gland to the
total amount of progesterone produced in the female rat. J Physiol. 1971; 214(1):
115-26.

Wirth MM, Meier EA, Fredrickson BL, Schultheiss OC. Relationship between
salivary cortisol and progesterone levels in humans. Biol Psychol. 2007; 74(1):
104-7.

Kalil B, Leite CM, Carvalho-Lima M, Anselmo-Franci JA. Role of sex steroids in
progesterone and corticosterone response to acute restraint stress in rats: sex
differences. Stress. 2013; 16(4): 452-60.

Holzbauer M, Newport HM. Quantitative estimation of 17alpha-hydroxypregn-4-
ene-3,20-dione (17alphaOH-progesterone) in adrenal venous blood and adrenal
glands. J Physiol. 1968; 198(1): 91-102.

Singh M, Su C, Ng S. Non-genomic mechanisms of progesterone action in the
brain. Front Neurosci. 2013; 7: 159.

Thomas P, Pang Y. Protective actions of progesterone in the cardiovascular system:
potential role of membrane progesterone receptors (mPRs) in mediating rapid
effects. Steroids. 2013; 78(6): 583-8.

Dhote VV, Balaraman R. Gender specific effect of progesterone on myocardial
ischemia/reperfusion injury in rats. Life Sci. 2007; 81(3): 188-97.

Cheng J, Zhang J, Ma X, Su D. Frequency-dependent acceleration of cardiac
repolarization by progesterone underlying its cardiac protection against drug-
induced proarrhythmic effects in female rabbits. Eur J Pharmacol. 2012; 689(1-3):
172-8.

Morrissy S, Xu B, Aguilar D, Zhang J, Chen QM. Inhibition of apoptosis by
progesterone in cardiomyocytes. Aging Cell. 2010; 9(5): 799-809.

67



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.
98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Simoncini T, Mannella P, Fornari L, Caruso A, Varone G, Genazzani AR. In vitro
effects of progesterone and progestins on vascular cells. Steroids. 2003; 68(10-13):
831-6.

Komamura K, Fukui M, Iwasaku T, Hirotani S, Masuyama T. Takotsubo
cardiomyopathy: Pathophysiology, diagnosis and treatment. World J Cardiol. 2014;
6(7): 602-9.

Akashi YJ, Goldstein DS, Barbaro G, Ueyama T. Takotsubo cardiomyopathy: a
new form of acute, reversible heart failure. Circulation. 2008; 118(25): 2754-62.
Wright PT, Tranter MH, Morley-Smith AC, Lyon AR. Pathophysiology of
takotsubo syndrome: temporal phases of cardiovascular responses to extreme stress.
Circ J. 2014; 78(7): 1550-8.

Roshanzamir S, Showkathali R. Takotsubo cardiomyopathy a short review. Curr
Cardiol Rev. 2013; 9(3): 191-6.

Lyon AR, Citro R, Schneider B, Morel O, Ghadri JR, Templin C, et al.
Pathophysiology of Takotsubo Syndrome: JACC State-of-the-Art Review. J Am
Coll Cardiol. 2021; 77(7): 902-21.

Fony6 A, Ligeti E. Az orvosi élettan tankdnyve.

Borbely A, van der Velden J, Papp Z, Bronzwaer JG, Edes |, Stienen GJ, et al.
Cardiomyocyte stiffness in diastolic heart failure. Circulation. 2005; 111(6): 774-
81.

van der Velden J, Papp Z, Zaremba R, Boontje NM, de Jong JW, Owen VJ, et al.
Increased Ca2+-sensitivity of the contractile apparatus in end-stage human heart
failure results from altered phosphorylation of contractile proteins. Cardiovasc Res.
2003; 57(1): 37-47.

Gresham KS, Stelzer JE. The contributions of cardiac myosin binding protein C
and troponin | phosphorylation to beta-adrenergic enhancement of in vivo cardiac
function. J Physiol. 2016; 594(3): 669-86.

Fabiato A, Fabiato F. Calculator programs for computing the composition of the
solutions containing multiple metals and ligands used for experiments in skinned
muscle cells. J Physiol (Paris). 1979; 75(5): 463-505.

Canton M, Skyschally A, Menabo R, Boengler K, Gres P, Schulz R, et al.
Oxidative modification of tropomyosin and myocardial dysfunction following
coronary microembolization. Eur Heart J. 2006; 27(7): 875-81.

Miller DJ, MacFarlane NG. Intracellular effects of free radicals and reactive
oxygen species in cardiac muscle. J Hum Hypertens. 1995; 9(6): 465-73.
MacFarlane NG, Miller DJ. Effects of the reactive oxygen species hypochlorous
acid and hydrogen peroxide on force production and calcium sensitivity of rat
cardiac myofilaments. Pflugers Arch. 1994; 428(5-6): 561-8.

van Heerebeek L, Franssen CP, Hamdani N, Verheugt FW, Somsen GA, Paulus
WJ. Molecular and cellular basis for diastolic dysfunction. Curr Heart Fail Rep.
2012; 9(4): 293-302.

Borbely A, van Heerebeek L, Paulus WJ. Transcriptional and posttranslational
modifications of titin: implications for diastole. Circ Res. 2009; 104(1): 12-4.

Tiden AK, Sjogren T, Svensson M, Bernlind A, Senthilmohan R, Auchere F, et al.
2-thioxanthines are mechanism-based inactivators of myeloperoxidase that block
oxidative stress during inflammation. J Biol Chem. 2011; 286(43): 37578-89.
Szuchman-Sapir AJ, Pattison DI, Ellis NA, Hawkins CL, Davies MJ, Witting PK.
Hypochlorous acid oxidizes methionine and tryptophan residues in myoglobin. Free
Radic Biol Med. 2008; 45(6): 789-98.

68



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Oien DB, Canello T, Gabizon R, Gasset M, Lundquist BL, Burns JM, et al.
Detection of oxidized methionine in selected proteins, cellular extracts and blood
serums by novel anti-methionine sulfoxide antibodies. Arch Biochem Biophys.
2009; 485(1): 35-40.

Dalle-Donne I, Rossi R, Giustarini D, Gagliano N, Di Simplicio P, Colombo R, et
al. Methionine oxidation as a major cause of the functional impairment of oxidized
actin. Free Radic Biol Med. 2002; 32(9): 927-37.

Fliss H. Oxidation of proteins in rat heart and lungs by polymorphonuclear
leukocyte oxidants. Mol Cell Biochem. 1988; 84(2): 177-88.

Wilson GJ, dos Remedios CG, Stephenson DG, Williams DA. Effects of
sulphydryl modification on skinned rat skeletal muscle fibres using 5,5'-dithiobis(2-
nitrobenzoic acid). J Physiol. 1991; 437: 409-30.

Balogh A, Santer D, Pasztor ET, Toth A, Czuriga D, Podesser BK, et al.
Myofilament protein carbonylation contributes to the contractile dysfunction in the
infarcted LV region of mouse hearts. Cardiovasc Res. 2014; 101(1): 108-109.

Davies MJ. Myeloperoxidase-derived oxidation: mechanisms of biological damage
and its prevention. J Clin Biochem Nutr. 2011; 48(1): 8-19.

Yan Z, Liang F, Guo L, Wang J, Wang XL, Cheng XL, et al. Myeloperoxidase
increased cardiomyocyte protein nitration in mice subjected to nonlethal
mechanical trauma. Biochem Biophys Res Commun. 2010; 393(3): 531-5.

Hawkins CL, Morgan PE, Davies MJ. Quantification of protein modification by
oxidants. Free Radic Biol Med. 2009; 46(8): 965-88.

Gao WD, Murray CI, Tian Y, Zhong X, DuMond JF, Shen X, et al. Nitroxyl-
mediated disulfide bond formation between cardiac myofilament cysteines
enhances contractile function. Circ Res. 2012; 111(8): 1002-11.

Buynitsky T, Mostofsky DI. Restraint stress in biobehavioral research: Recent
developments. Neurosci Biobehav Rev. 2009; 33(7): 1089-98.

Traslavina GA, Franci CR. The CRH-R(1) receptor mediates luteinizing hormone,
prolactin, corticosterone and progesterone secretion induced by restraint stress in
estrogen-primed rats. Brain Res. 2011; 1421: 11-9.

Baker ME, Chandsawangbhuwana C, Ollikainen N. Structural analysis of the
evolution of steroid specificity in the mineralocorticoid and glucocorticoid
receptors. BMC Evol Biol. 2007; 7: 24.

Sze Y, Gill AC, Brunton PJ. Sex-dependent changes in neuroactive steroid
concentrations in the rat brain following acute swim stress. J Neuroendocrinol.
2018; 30(11): e12644.

Uotinen N, Puustinen R, Pasanen S, Manninen T, Kivineva M, Syvala H, et al.
Distribution of progesterone receptor in female mouse tissues. Gen Comp
Endocrinol. 1999; 115(3): 429-41.

Asavasupreechar T, Saito R, Miki Y, Edwards DP, Boonyaratanakornkit \V, Sasano
H. Systemic distribution of progesterone receptor subtypes in human tissues. J
Steroid Biochem Mol Biol. 2020; 199: 105599.

Kararigas G, Becher E, Mahmoodzadeh S, Knosalla C, Hetzer R, Regitz-Zagrosek
V. Sex-specific modification of progesterone receptor expression by 17beta-
oestradiol in human cardiac tissues. Biol Sex Differ. 2010; 1(1): 2.

Nakamura H, Kurokawa J, Bai CX, Asada K, Xu J, Oren RV, et al. Progesterone
regulates cardiac repolarization through a nongenomic pathway: an in vitro patch-
clamp and computational modeling study. Circulation. 2007; 116(25): 2913-22.

69



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

Solaro RJ, van der Velden J. Why does troponin | have so many phosphorylation
sites? Fact and fancy. J Mol Cell Cardiol. 2010; 48(5): 810-6.

Hamdani N, de Waard M, Messer AE, Boontje NM, Kooij V, van Dijk S, et al.
Myofilament dysfunction in cardiac disease from mice to men. J Muscle Res Cell
Motil. 2008; 29(6-8): 189-201.

Feridooni HA, MacDonald JK, Ghimire A, Pyle WG, Howlett SE. Acute exposure
to progesterone attenuates cardiac contraction by modifying myofilament calcium
sensitivity in the female mouse heart. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2017;
312(1): H46-H59.

Thawornkaiwong A, Preawnim S, Wattanapermpool J. Upregulation of beta 1-
adrenergic receptors in ovariectomized rat hearts. Life Sci. 2003; 72(16): 1813-24.
Kam KW, Qi JS, Chen M, Wong TM. Estrogen reduces cardiac injury and
expression of betal-adrenoceptor upon ischemic insult in the rat heart. J Pharmacol
Exp Ther. 2004; 309(1): 8-15.

Wu Q, Zhao Z, Sun H, Hao YL, Yan CD, Gu SL. Oestrogen changed
cardiomyocyte contraction and beta-adrenoceptor expression in rat hearts subjected
to ischaemia-reperfusion. Exp Physiol. 2008; 93(9): 1034-43.

Yang Q, Hewett TE, Klevitsky R, Sanbe A, Wang X, Robbins J. PKA-dependent
phosphorylation of cardiac myosin binding protein C in transgenic mice.
Cardiovasc Res. 2001; 51(1): 80-8.

Tong CW, Stelzer JE, Greaser ML, Powers PA, Moss RL. Acceleration of
crossbridge kinetics by protein kinase A phosphorylation of cardiac myosin binding
protein C modulates cardiac function. Circ Res. 2008; 103(9): 974-82.

Kunst G, Kress KR, Gruen M, Uttenweiler D, Gautel M, Fink RH. Myosin binding
protein C, a phosphorylation-dependent force regulator in muscle that controls the
attachment of myosin heads by its interaction with myosin S2. Circ Res. 2000;
86(1): 51-8.

Parks RJ, Howlett SE. Sex differences in mechanisms of cardiac excitation-
contraction coupling. Pflugers Arch. 2013; 465(5): 747-63.

Wattanapermpool J. Increase in calcium responsiveness of cardiac myofilament
activation in ovariectomized rats. Life Sci. 1998; 63(11): 955-64.

Bupha-Intr T, Oo YW, Wattanapermpool J. Increased myocardial stiffness with
maintenance of length-dependent calcium activation by female sex hormones in
diabetic rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011; 300(5): H1661-8.

Ueyama T, Hano T, Kasamatsu K, Yamamoto K, Tsuruo Y, Nishio I. Estrogen
attenuates the emotional stress-induced cardiac responses in the animal model of
Tako-tsubo (Ampulla) cardiomyopathy. J Cardiovasc Pharmacol. 2003; 42 Suppl 1:
S117-9.

70



10 Publikacios lista

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETE M Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/52/2021.PL
Targy: PhD Publikacioés Lista

Jelolt: Kalasz Judit
Doktori Iskola: Laki Kalman Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgald kézlemények

1. Kalasz, J., Pasztorné Téth, E., Fagyas, M., Balogh, A., Téth, A., Csaté, V., Edes, |., Papp, Z.,
Borbély, A.: Myeloperoxidase impairs the contractile function in isolated human
cardiomyocytes.

Free Radic. Biol. Med. 84, 116-127, 2015.
IF: 5.784

2. Kalasz, J., Pasztorné Toth, E., Baodi, B., Fagyas, M., Téth, A., Bhattoa, H. P., Vari, S. G., Balog,
M., Blazeti¢, S., Heffer, M., Papp, Z., Borbély, A.: Single acute stress-induced progesterone
and ovariectomy alter cardiomyocyte contractile function in female rats.

Croat. Med. J. 55 (3), 239-249, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.3325/cmj.2014.55.239
IF: 1.305

Tovabbi kézlemények

3. Kovécs, A., Kalasz, J., Pasztorné Téth, E., Téth, A, Papp, Z., Dhalla, N. S., Barta, J.: Myosin
heavy chain and cardiac troponin T damage is associated with impaired myofibrillar ATPase
activity contributing to sarcomeric dysfunction in Ca2+-paradox rat hearts.

Mol. Cell. Biochem. 403 (1-2), 57-68, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s11010-017-2954-8

IF: 2.561 CENJ
ﬁ S~ 3
4. Alvarado, G., Jeney,V Toth A., Csész, E., Kallg, G., Huynh A. T., Hajnal, C., Kalasz, ﬁ

Papp, Z., Balla, J.: Heme-induced contractile dysfunctlon in Human cardlomyacytes Ca

by oxidant damage to thick filament proteins. i \\’4,'__ ) (\y
Free Radic. Biol. Med. 89, 248-262, 2015. ) \Qg:r_;_:ﬁ?
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2015.07.158 -

IF: 5.784

71



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

E GYET E M Tel.: 52/410-4:;239112‘;???;;353?&::&6i':é:tfgg

5. Csaté, V., Pet6, A., Fiilop, G. A., Rutkai, ., Pasztorné Téth, E., Fagyas, M., Kalasz, J., Edes, |.,
Toéth, A., Papp, Z.: Myeloperoxidase evokes substantial vasomotor responses in isolated
skeletal muscle arterioles of the rat.

Acta Physiol. 214 (1), 109-123, 2015.
IF: 4.066

6. Balogh, A., Toth, A., Pasztorné Téth, E., Nagy, L., Kovacs, A., Kalasz, J., Contreras, G. A., Edes,
I., Papp, Z.: Myofilament carbonylation modulates contractility in human cardiomyocytes.
Exp. Clin. Cardiol. 20 (1), 2026-2035, 2014.

7. Darago, A., Fagyas, M., Manyiné Siket, |., Facsko, A., Megyesi, Z., Kalasz, J., Galajda, Z.,
Szerafin, T., Harsfalvi, J., Edes, |., Papp, Z., Téth, A., Szentmiklési, J. A.: Differences in
Angiotensin Convertase Enzyme (ACE) Activity and Expression May Contribute to Shorter
Event Free Period After Coronary Artery Bypass Graft Surgery.

Cardiovasc. Ther. 30 (3), 136-144, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/j.1755-5922.2010.00252.x
IF: 2.852

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 22,352

A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kozleményekre):
7,089

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tudostérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai

ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2021.02.12.

72



11 Targyszavak

Magyarul: mieloperoxidaz, oxidativ stressz, szivizomsejt, kontraktilis funkcio, akut stressz,

Osztrogén, progeszteron, poszttranszlacios fehérje modositas

Angolul: myeloperoxidase, oxidative stress, cardiomyocyte, contractile function, acute

stress, estrogen, progesterone, posttranslational protein modification

73



12 Koszonetnyilvanitas

Mindenekeldtt szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Borbély Attilanak.
Orvosi hivatasa mellett is mindig szakitott idOt arra, hogy aktivan hozzajaruljon a k6zos
munkankhoz. Habar a laborban nagyon keveset volt szerencsénk egyiitt dolgozni, mégis
folyamatosan jelen volt, és tanacsaival, szakértelmével és atgondolt meglatasaival
rengeteget tett a kisérletek €s cikkek elkésziiltéért. Végtelen tiirelmére és csipds humorara
nagyon nagy sziikségiink volt az évek soran. Kiilon koszondm, hogy megismerhettem a
csaladjat, és remélem, hogy a jovében témavezetobdl €s hallgatobol baratokka valhatunk.

Szeretném megkoszonni Prof. Dr. Edes Istvannak, hogy az altala vezetett Kardiologiai
Intézetben végezhettem munkamat, mert ez altal molekularis bioldégusként kozelebb
kertilhettem ehhez a tudoméanyaghoz és kozelrdl szemlélhettem az ott zajlé magasszintl
gyogyitd munkat.

Halaval tartozom Prof. Dr. Papp Zoltannak, amiért az irdnyitasa alatt allo szivizomsejt
munkacsoport tagja lehettem. Kiilon koszondm azt, hogy betekintést engedett az
alapkutatas vildgaba hazai és nemzetkdzi szinten egyarant, €és hogy hallgatéként az orszag
¢s Eurdpa legrangosabb kardioldgiai konferencidira is eljuthattam.

Koszonom Prof. Dr. Toth Attilanak, hogy lelkes és kreativ kutatéi hozzaallasaval jo
példaval jart mindannyiunk el6tt. Habar TDK hallgatoként dolgoztunk egyiitt tobbet, a
PhD éveim alatt is kérhettem a tanacsait, ha elakadtam a munkammal. Ilyenkor biztos
lehettem benne, hogy az irodajabol négy telerajzolt papirral és legalabb két hétre elegend6
feladattal tavozom.

Ko6szonom a tamogatast, a sok kozos €élményt és egyiitt eltoltott idot a tanszék akkori
hallgatoinak és dolgozéinak! Kiilon koszénom Dr. Balogh Agnesnek azt a sok ismeretet,
amit atadott nekem a PhD képzésem elején, késobbiekben pedig a hasznos, atgondolt
tanicsai, segitokészsége ¢és kedvessége sok holtponton atsegitett. Koszondm tovabba Dr.
Bodi Beatanak és Dr. Fagyas Miklosnak a kisérletek soran nyujtott segitséget.

Es aki nélkiil ez a munka nem sziilethetett volna meg: Pasztorné Téth Enikd. Oriasi
labortapasztalata, szaktudasa és otletei nélkiilozhetetlenek voltak a munkank soran. Oriildk,
hogy mellette szerezhettem laboratoriumi rutint. Hasznos tanacsai, tippjei a mai napig
fiillemben csengenek, a téle ellesett trilkkok és mozdulatok pedig mar a kezemben vannak
és sikerrel kamatoztatom Oket a napi munkam soran. Es azok a nagy nevetések....!
K6szonom, Enikd!

K06szonom a csaladom, parom é€s barataim tamogatasat!
Munkémat Draga Sziileimnek és Draga Nagysziileimnek ajanlom!

(végezetiil, koszondm magamnak)

74



