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1. Roviditések jegyzéke

AIF: apoptozis indukal6 faktor

B-ARK: béta-adrenerg receptorkiniz

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CARD: caspase activity recruitment domain

cTnl: cardidlis troponin I

DNPH: dihidrofenilhidrozon

DISC: death initiation signal complex, sejthalélt kivalté jelatviteli komplex
ECL: felerdsitett kemilumineszcencia

F.: Ca’*-aktivalt maximalis erd

Fpassziv: passziv erd

MDA: malondialdehid

MHC: miozin nehéz ldnc

NADH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid
NADPH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NO: nitrogén monoxid

NOS: nitrogén monoxid szintdz

NYHA: New York Heart Association

PAR: poli-(ADP-rib6z)

PARP-1: poli-(ADP-rib6z) polimerdz-1

pCa: Ca®* koncentracié 10-es alapd negativ logaritmusa
pCasp: félmaximalis erd 1étrejottéhez sziikséges pCa érték
PKA: protein kindz A

PKC: protein kindz C

PLC: foszfolipaz C

PMA: forbol-mirisztil-acetat

RACK: receptors for activated C-kinase

RCD: reactive carbonyl derivatives

RICK: receptors for inactivated C-kinase

ROS: reactive oxigen species

SEM: mintakozép hibdja

SOD: szuperoxid-dizmutaz

TNF: tumornekrois faktor



2. Bevezetés

2.1. A szivizom kontraktilitas alapjai

A kontraktilis rendszer vékony és vastag filamentumokbdl, a vékony filamentumok
regulatérikus rendszerébdl és citoszkeletdlis komponensekbdl épiil fel. Mikroszkép alatt
kivehetd, hogy a filamentumok a szivizomsejtekben egymdshoz viszonyitva meghatdrozott
helyzetben taldlhatok (Huxley és Niedergerke, 1954). Miikodési egysége a szomszédos Z-
vonalak kozott taldlhatd szarkomer. A Z-vonalban helyezkednek el a horgonyz6 fehérjék, ahol
a citoszkeletdlis filamentumok kapcsoldodnak az aktin filamentumokhoz (Frank és
munkatérsai, 2006). A vastag filamentumok miozinbdl épiilnek fel, amelyek képesek az ATP-
ben tarolt kémiai energiit térszerkezeti atalakuldsokon keresztiil mechanikai munkava
alakitani, és gy az aktin filamentum mentén el6rehaladé mozgast végezni. A miozin tobb
alegységbdl felépiild fehérje, melynek N-termindlisdn helyezkedik el a globularis feji régid,
amely aktivitisdhoz kothetd az aktin és az ATP ciklikus kotése, a kapcsolédé a-helikalis
,nyak”, mely erdgenerdlds sordn az emeldkar funkcidjat latja el és a C-terminalis a-helikélis
,farok” amely a miozin dimerizdci6ja sordn coiled-coil szerkezetet képezve lehetové teszi a
miozin filamentum kialakuldsat. Ezen kiviil minden miozin fejhez két miozin kdnnyl lanc
asszocidlodik. A vékony filamentumokat az aktin és a regulatérikus fehérjék, a tropomiozin és
a troponin komplex alkotjdk. Az aktin filamentumok kettds lanca G-aktinbdl polimerizalodik.
A tropomiozin is kettds alfa-helix protein lancbdl épiil fel, amelyek a vékony filamentum
hosszdban futnak. Az aktin szalak altal alkotott hosszanti drokba simuld tropomiozin Ggy
helyezkedik el, hogy minden hetedik G-aktin egységenként ismétlédve taldlhat6 troponin
komplexhez kapcsolédik (Ebashi és munkatarsai, 1974) (1. dbra). Amikor az izom relaxalt
allapotban van, a tropomiozin molekula fedi az aktin molekuldk miozinkoté helyeit, ezért
ekkor a vékony miofilamentum nem tud kolcsonhatdsba keriilni a vastag miofilamentummal.
Az izom kontrakci6 kezdetén a tropomiozint a troponin elmozditja a helyérdl, és igy lehetové
vélik az aktin és a miozin kolcsonhatdsa. A troponin komplexet a troponin C (TnC), troponin
T (TnT) és a troponin I (Tnl) fehérjék 1:1:1 ardnyban alkotjak. A TnT a tropomiozin koto
alegység, a Tnl a komplex gitl6 alegysége, mely az aktinhoz kapcsolddva helyben tartja a
TnT-tropomiozin komplexet (Zot és Potter, 1987). A kalcium ionokat a TnC képes megkotni,
ami 4altal az aktin-miozin komplex kialakuldsit reguldlja (Palmer és Kentish, 1994). A

szivizom kontrakcidja az intracelluldris fehérjékhez tartésan nem asszocidlt, dgynevezett

2+
»szabad” Ca koncentricio valtozasainak fiiggvénye, melyet a rovidiilésre képes kontraktilis



fehérje rendszer alakit at er6vé (Solaro és munkatarsai, 1971; Zot és Potter, 1987). A kalcium

ionokat a TnC képes megkdtni, ami altal az aktin-miozin komplex kialakuldsat regulélja

(Palmer és Kentish, 1994). A szisztole alatt felszabaduld Ca2+ az extracellularis térbol €s a
szarkoplazmatikus retikulum (SR) raktdraibdl szarmazik. A troponin-kalcium komplex a
troponin és tropomiozin helyzetvéltozasat eredményezi az aktin filamentumon, melynek
kovetkeztében az aktin miozinkotéhelyei szabaddéd valnak. A folyamat végeredményeképpen
a vékony filamentumok elcstisznak a vastag filamentumokon (sliding mechanizmus) és
1étrejon a kontrakci6. A relaxdci6 soran a Ca®* a troponin C-rél disszocidl, visszadll a troponin
C eredeti konformécidja, és ismét blokkolodik az aktin felszinén a keresztkotések

kialakitdsahoz sziikséges feliilet (Sonnenblick, 1968).

Tropomiozin
Troponin <%

Aktin - “

Troponin

1. abra A vékony filamentumot az aktin, a tropomiozin és a troponin komplex alkotja

2.2. Szivelégtelenség

A szivelégtelenség vilagszerte jelentds, rohamosan novekvo tarsadalom-egészségiigyi
problémit jelent. A betegség a feln6tt lakossdg 1-2 %-at érinti, az Otéves haldlozasi ritdja
meghaladja az 50 %-ot. A Framingham Study adatai alapjan az éves incidencia az életkor
elérehaladtdval fokozatosan ndvekszik: 35-65 év kozott 3, mig 65-94 év kozott 10
megbetegedés fordul el évente, 1000 lakosra vonatkoztatva (Palmer és Kentish, 1994). Az
elmult évtizedek terdpids sikerei ellenére a szivelégtelenség mortalitisa napjainkban is a
kozepes malignitdsd daganatos betegségek haldlozdsanak felel meg.

A szivelégtelenség Osszetett tiinetcsoport, ami a sziv pumpatevékenységét gitld
strukturdlis vagy miikodési rendellenességek hatdsdra alakul ki. A szivelégtelenség felosztasa

torténhet fellépésének idobeli jellegzetességei (akut, kronikus), a pumpafunkcié karosodasa



(szisztolés, diasztolés), a domindldan érintett szivfél, a perctérfogat, a tiinetek sulyossiga és
az etioldgia alapjan.

A bal kamra megromlott szisztolés funkcidjdval jaré forma a szisztolés
szivelégtelenség, amely az esetek koriilbelill 60-65%-dban mutathaté ki. A krénikus
szivelégtelenség masik, tipusos megjelenési formdja a diasztolés szivelégtelenség, amikor a
szisztolés balkamra-funkcié megtartott (az ejekcids frakcié tobb mint 40%), a nem vagy alig
tagult bal kamra, a koncentrikus hipertréfia és a diasztolés mitkodési zavar kimutathatok (Zile
€s munkatédrsai, 2004). Ez a forma hipertonids, illetve diabeteses betegek, elsésorban ndk
korében a leggyakoribb. A korkép molekuldris héttere, hogy egy myofilamentalis
struktirfehérje, a titin merevebbik, izoformdjanak az expresszidja novekszik a rugalmasabb,
izoforma rovéasara. Az is felmeriilt, hogy diasztolés szivelégtelenségben csokken a kontraktilis
fehérjék foszforilaltsiga (LeWinter, 2004). Mind etiol6gidjat, mind kezelését tekintve
teljességgel kiilon formanak tartjuk az akut szivelégtelenséget.

Szamos betegség vezethet a szivizom 0Osszehiz6d6 erejének csokkenéséhez. A
leggyakoribb kérok a sziv sajat vérellatdsanak utjdban 4llo akadély, vagyis a koszorderek
szikiilete. Ebben a folyamatban nagy szerepet jatszik a magas vérnyomds, cukorbetegség.
Egy maésik gyakori betegségcsoport, mely a sziv munkdjat megnoveli, a szivbillentylik hibas
mikddésébol adodik. Mérgezés, kardiotoxikus gyogyszerek, alkohol is el6idéz6i lehetnek a
szivizom  kdrosoddsanak. Virusfertézések (pl. HIV  fertézés) is okozhatnak
szivelégtelenséghez vezetd szivizomgyulladadst, de anyagcsere-betegségek (pl. kezeletlen
pajzsmirigy-tilmikodés, vérszegénység) is eldidézhetik.

Mindenesetre, a szivelégtelenség patomechanizmusdnak hatterében szamos tényezo
all. Kialakuldsaban a szivizom koros atépiilése, a nem megfeleld szerkezetii kontraktilis
fehérjék megjelenése, a kalcium felszabadité és -szekvesztrdlo folyamatok megvaltozasa,
kalciumforgalommal szoros kapcsolatban all6 protein kindz C megvaltozott izoforma ardnya,
a kontraktilis rendszer kalcium érzékenységének és/vagy kalcium ionra adott
véalaszkészségének modosuldsa, a neurohumordlis rendszer aktivicidja, citokinek fokozott
termel6dése, az endothel kéros miikddése, az oxidativ és nitrozativ kdrosoddsok mellett a

sejthaldlnak is szerepe van (Edes, 2000, Douglas és Mann 1999).

Mig kordbban a hemodinamikai koncepcié volt uralkodd, napjainkra a hangsuly
attevodott a neurohormondlis rendszer szerepére. A neurohormonok célszervek sejtjeinek
felszinén taldlhat6 specifikus receptorokhoz kotddnek és ennek hatdsara intracelluléris

jelatviteli utak aktivdlédnak. Ezek egyrészt azonnali sejtvdlaszokat hoznak 1étre, masrészt



hosszabb tavon sejtproliferacids, differencidlodasi és apoptotikus folyamatokat szabalyoznak,
amelyeknek végs6 kozos eredménye a megndvekedett fehérjeszintézis €s a kovetkezményes,
szOvettanilag is kimutathat6 hipertréfia, amely a remodeling néven is ismert folyamatok egyik

alapvetd megjelenése.

A kronikus  szivelégtelenség patofizioldgidjaban a  szivizomsériilés okozta
ellenreguldciés mechanizmus legfontosabb vazokonstriktor elemei a fokozott szimpatikus
idegrendszeri aktivitds, a renin-angiotenzin-aldoszteron-tengely fokozott ténusa. A tartds
szimpatikus aktivitds azonban a szivizomsejtek kirosodasat idézi eld, a béta-1 receptorok
down-reguldlédnak, amely a szimpatikus ingerre adott valaszkészség, tehit a terhelhetdség
csokkenésében nyilvanul meg. A keringésben felszaporodé angiotenzin-1I az ATI1
receptorokon keresztiil hatva fokozza a vazokonstrikciét (afterload novekedés), fokozza az
aldoszteron szekréciot, és ezen keresztiil natrium-retenciét, mely volumenexpanziéhoz vezet
(preload novekedés). A miokardiumban lokélisan termel6dd angiotenzin-II fokozza a
miocitdk apoptoézisat, hipertrofidjat, és az aldoszteronhoz hasonléan intersticialis fibrdzist
indukdl. A szivelégtelenségben egyéb neurohormonadlis rendszerek is részt vesznek. Ezek
koziil a vazokonstriktorok kozé tartoznak az arginin-vazopresszin rendszer, az endotél
termelte endothelin-1, a neuropeptid-y. Vazodilatitor hatdsd az atrialis natriureticus peptid,
agyi tipusu natriureticus peptid, az endotélbdl felszabadulé nitrogén-monoxid, a kallikrein-
kinin rendszer és a citokinek. A szivelégtelenség progresszidja soran az egyensuly a két
rendszer kozott megbomlik, és a vazokonstrikcié valik domindnssa. A szivelégtelenség
gyogyszeres kezelése ezen karos neuroendokrin aktivdcié (maladapticié) befolydsoldsara

iranyul (Mark, 1995).

A miofibrillaris fehérjék szivelégtelenség kapcsan kialakuld valtozasai régéta intenziv
kutatds targyat képezik. Ismert, hogy elérehaladott szivelégtelenségben a kontraktilis
apparatus miozin ATP4az aktivitasa csokken. Kis dllatokban (egér, patkany) a gyors (o) miozin
nehéz lanc (MHC) izoenzim tipus helyett fokozddik a lasst () MHC expresszidja (Mercadier
€s munkatdrsai, 1981). Kovetkezményként a kontraktilis filamentumok mikodése ugyan
gazdasdgosabbd vilik, ennek azonban az dra, hogy csokken a kontrakcid sebessége (Vmax). A
kis eml6soknél leirt miozin izoenzim véaltds (switch) human szivizomban valdsziniileg csak
kisebb mértékben kap szerepet (az eleve meglévé B-MHC dominancia miatt). A miokardium
Okonomikusabb ,jizemmddra” valé bedlldisa azonban a humdn szivre is jellemzd.
Val6szintisitik, hogy itt a fotélis troponin T és a pitvari miozin konnyl ldnc balkamrai

izomzatban torténd expresszidja is hozzdjarulhat a fentebb leirt eltérésekhez (Anderson és



munkatéarsai, 1991). Mindezen eredmények mellett is elmondhat6 ugyanakkor, hogy a human
krénikus szivelégtelenség sordn kialakulé miofibrillaris fehérje eltérések csak részben
tekinthetdk tisztizottnak.

Az oxidativ stressz elmélet (vagy szabad gyok tedria) jelenleg az egyik
legelfogadottabb magyardzat arra, hogy a szivelégtelenség hogyan vezet progressziv
sejtkdrosoddshoz a biokémiai mechanizmusok szintjén. Ezen elmélet szerint a
kardiovaszkuldris funkcié besziikiilése a miokardiumban és a korondria-érrendszerben
fokozatosan felhalmoz6dé irreverzibilis oxidativ  kdrosoddsok kovetkezményének
tulajdonithatd, melyeket reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok okoznak (Mariani és munkatarsai,

2005).

2.2.1. Szabadgyokok termelidése

A szabadgyokoknek alapvetden két csoportja van, az oxigén eredetli (ROS) és a
nitrogén eredeti (RNI) szabadgyokok. Oxigén eredetiiek a szuperoxid gyok (O,), az aktiv
hidroxil gyok (OHe), a hidroperoxil gyok (OH;"), a peroxil gyok (RO;), az alkoxil gyok
(RO’), a szinglet oxigén (102) és az 6zon (O3) (Cheeseman és Slater, 1993). A nitrogén
eredetll szabadgyokok kozé a nitrogén monoxid (NO), a nitrogén dioxid (NO;"), a peroxinitrit
(ONOO) és az alkil peroxinitritek (ROONO) tartoznak (Gutteridge, 1995; Halliwell és
Whiteman, 2004).

Mindezek mellett vannak olyan molekuldk is, amelyek ugyan nem rendelkeznek
parositatlan elektronnal, mégis reaktivak, képesek kapcsolatba lépni mds molekuldkkal,
példaul a hidrogén peroxid (H,O) és a hipokldrsav (HOCI) (Halliwell és Gutteridge, 1986).

Szabadgyokok keletkeznek fizioldgids koriilmények kozott is az emberi szervezetben
a mitokondridlis oxidativ metabolizmus, a mikroszomalis drogmetabolizalé enzimrendszer, a
prosztaglandin szintézis, a konstitutiv és az indukalhat6 NO-szintaz aktivitdsa, a monocita-
macrophag rendszer képviseldinek oxigéntdl fiiggd 610 mechanizmusai, a peroxiszomalis
hidrogén-peroxid autooxidacidja és a lipidperoxidaci6 sordn. Ennek megfeleléen hypoxiaban,
hyperoxidban és normdlis oxigéntenzié mellett is keletkezhetnek reaktiv oxigén szabad
gyokok (Fridovich, 1986; Sies és Murphy, 1991).

Szigordan szabdlyozott védekezd6 mechanizmusok biztositjdk azt, hogy ezek az
élettani folyamatok bizonyos keretek kozott, a sejtstruktirdk kirosoddsa nélkiil menjenek

végbe. Léteznek az oxigén szabad gyokok koros felszaporoddsit megakadalyozd



enzimrendszerek, igy a szuperoxid-dizmutdzok (SOD-ok), a kataldz, a peroxidaz, a glutation-
S-transzferdz és a kiilonféle reduktizok. Az enzimek tevékenységét kiegészitik az
antioxidans, scavengerkapacitdssal rendelkezd vitaminok (C, A, E, K); a kofaktorok; a tiol-,
foszfor-, amin-, poliamintartalmi vegyiiletek; a fenolok, kinolonok, az ubidekarenon; a
flavonoidok, poliének; a gliikéz, az urdt, a bilirubin stb. (Beyer, 1990; Halliwell, 1987;
Mortensen, 1993; Pryor, 1982; Slater, 1984). Ezenkiviil szdmos nyomelem is (szelén,
mangdn, réz, cink) fontos szerepet tolt be a redox egyenstly fenntartdsaban (Bollag, 1983).
Az albumin, a coruloplazmin, a transzferrin és a tetramer SOD az extracellularis tér védelmét
biztositja. Ezzel 6sszhangban, szivelégtelenségben szenvedd betegekben Osszefiiggést taldltak
a szivelégtelenség klinikai stidiumai és az antioxiddnsok és oxiddnsok szintje kozott: A
NYHA (New York Heart Association) III stddiumban lévé betegekben szignifikdnsan
alacsonyabb A vitamin, E vitamin €s lutein szinteket, mig magasabb malondialdehid értékeket
mértek, mint a NYHA II. dllapotban 1év6 betegekben (Polidori és munkatarsai, 2002).

Ha a szabadgyokok mennyisége megnd (akdr az elimindlé folyamatok
hatékonysaganak csokkenése, akar a termelddés fokozddasa miatt), akkor DNS, fehérje és
lipid karosoddsok kovetkezhetnek be. A kdrosodott molekuldk eltakaritisdban enzimatikus
hibajavité mechanizmusok szolgiltatnak védelmet. Igy a karosodott DNS eliminaldsdban
exonukledzok, endonukledzok vesznek részt, mig a kdrosodott fehérjéket proteindzok,
protedzok, peptiddzok bontjdk le. A mddositott lipideket foszfolipdzok, glutationperoxidaz,
transzferazok, reduktazok alakitjak at kevésbé toxikus formakka (Fridovich, 1986).

Amennyiben az élettani kontrollmechanizmusok al6l kiszabadulnak és koérosan
felszaporodnak a szabadgyokok, oxidativ stresszrol beszéliink. A szabadgyokok foként a
szabad funkcids csoporttal rendelkez6 peptideket, polipeptideket és fehérjéket tdimadjdk meg.
Ennek kovetkeztében a molekuldk kémiai szerkezete megvaltozik, az enzimfunkcidval
rendelkez0 fehérjék inaktivva vélnak, a kéros lipidperoxidacids folyamatok a sejtmembran
permeabilitasanak megvaltozasiahoz vezetnek, a nukleinsavak karosodasa pedig a DNS lancok
torésén keresztiil apoptozist valt ki (Beckman és munkatarsai, 1990; Bors és munkatarsai,
1990).

A szabadgyokok alapvetéen befolydsoljak a kardiovaszkularis rendszer funkcidit,
mind fiziologids, mind koros 4llapotokban. A nitrogén monoxid szabadgyok (NO)
termel6désének felfedezése és kardiovaszkuldris szabdlyozd szerepének felismerése
alapjaiban véltoztatta meg nézeteinket a vérkeringés szabalyozasarél. A konstitutiv NO
szintdzok (cNOS) 4ltal termelt NO féként fiziologids szerepet jatszik, bioldgiai életideje is

viszonylag hosszii (masodpercekben mérhetd), ezért ezt a molekuldt a szervezet masodlagos



hirvivonek, vagyis bioldgiai jelzések kozvetit6jének haszndlja fel a sziv és érrendszerben, és
az idegrendszer szdmos teriiletén is. A NO bioldgiai szerepeinek felismerése az utdbbi évtized
egyik legfontosabb felfedezése volt, amelyért 1998-ban hiarom amerikai kutat6 Nobel-dijat
kapott (Ignarro és munkatarsai, 2002). Szdmos sziv- és érrendszeri betegség patogenezisében
a nitrogén monoxid egyes kdros melléktermékei (pl. a peroxinitrit, amely a NO és a
szuperoxid gyok reakci6jdbol szarmazik), fontos szerepet jatszanak. A peroxinitrit tobb
aminosav oxidativ mddositdsiara képes, ami enzimek és ioncsatorndk inaktivalédasdhoz
vezethet. A peroxinitrit dltal kivaltott nitrdlédas tirozin és triptofan oldallancokon torténik. A
reakcidban képz6dd nitrotirozint az in vivo termelddd peroxinitrit indikdtordnak tekintik
(Szabo, 2003).

A szakirodalomban adatokkal rendelkeziink a peroxinitrit miofibrillaris mechanikat
karosité hatdsardl is. Szivizomsejt tenyészetekben megfigyelték a peroxinitrit kontraktilis
funkciét csokkentd hatasat (Ishida és munkatarsai, 1996). Korabban laboratériumunkban
foly6 humdén izoldlt szivizomsejteken végzett kisérletekben peroxinitrit hatdsira a Ca™*-
aktivalt er6 csokkenését tapasztaltik (Borbely és munkatarsai, 2005). Ezen kisérletekben a Z-
vonalakban elhelyezkedd fehérje, az a-actinin fokozott nitrotirozinilacidjat figyelték meg,
mely ezéltal hozzdjarulhat a kontraktilis funkcié romldsdhoz fokozott peroxinitrit
termelddéssel jaré 4allapotokban. Igazoltdk, hogy a peroxinitrit-indukdlt szerkezeti és
funkciondlis véltozdsok a miokardidlis fehérjékben 1étrejovd nitrotirozin oldalldncok
mennyiségével Osszefiiggést mutatnak. Peroxinitrittel vagy citokinekkel kezelt patkany
dolgoz6 sziv prepardtumokon csokkent a szivizomzat ATP felhaszndldsa, amely alapjdn a
peroxinitrit kontraktilis funkciora kifejtett kdzvetlen hatdsa feltételezhet. Kimutattik, hogy
iszkémids-reperfuzios karosoddsban megemelkedik a NO szintje, mely mivel a peroxinitrit
keletkezésének egyik f6 meghatarozéja, a peroxinitrit mennyiségét is megnovelheti. Az eddigi
kisérletes eredmények alapjan megallapithat6, hogy a peroxinitrit altal kivaltott nitrotirozin-
oldallanc képzddés nem csak egyetlen célfehérje karosodasat jelenti.

A fehérjék oxidativ moddosuldsait (a fentebb részletezett nitralédassal szemben)
altaldban a H,O; inditja el. A fehérjék oxiddldddsa szamos hatédssal jarhat:

1. A fehérjék fragmentaciéjdhoz vezetd oxidalodas.
2. Fehérje-fehérje keresztkotések kialakuldsa.
3. Az aminosav oldalldncok oxidécidja.
4. Reaktiv karbonil szarmazékok (RCD) keletkezése.
A szabadgyokok tdmaddsdnak a fehérjék minden aminosav maradéka ki van téve. A

fehérjék oxidativ modosuldsa fémionok altal katalizdlt folyamat. Az aminosavak kozill az



arginin, lizin, prolin, aszparagin és glutamin oxidativ moddosuldsa eredményezi a RCD
kialakuldsat, amit kisérletesen dihidrofenilhidrazonnal (DNPH) lehet kimutatni (Nakamura €s
Goto, 1996). Habar a karbonildcié elkeriilhetetlen fiziologids kovetkezmény az aerob
szervezetekben, gyakran hasznélt markere a szabad gyokok okozta fehérjekdrosoddsoknak is.
A kardiovaszkuldris betegségek kialakuldsdnak hatterében gyakran 4ll ateroszklerdzis
és a hipertenzid. Ezekben a korfolyamatokban fontos szerepe van a szabadgyokoknek, mint
ahogy a sziv- és érrendszeri betegségek rizik6faktorai (diabetes, elhizds, dohdnyzds) is
fokozott szabadgyok képzodéssel jarnak. Szamos tanulmény foglalkozik a kardiovaszkularis
betegségek és az oxidativ stressz kapcsolatdval, példdul érelmeszesedésben (Harrison és
munkatérsai, 2003), akut és kronikus koszordér szindrémakban (Valgimigli és munkatarsai,
2003), hipertenzioban (Taniyama és Griendling, 2003), szivelégtelenségben (Berry és Hare,
2004; Ferrari és munkatarsai, 2004), diabetes szivszovodményeiben (Pennathur és Heinecke,
2004), érkarosodasban €s kronikus veseelégtelenségben (Himmelfarb és munkatarsai, 2002).
Bizonyitottdk a szivizomsejteket éré oxidativ stressz kontraktilis funkcidra kifejtett
karos hatasat is, és vizsgaltak ennek szertedgazé molekuldris hatterét (Dhalla €s munkatarsai,
2000; Singal és munkatérsai, 1998). Igy példaul a szivizomsejtekben H,0, hozzdaddsa utin
csokkent alfa-aktin, troponin I, miozin konnyt lanc 2, és kreatin kindz M izoforméjat kédold
mRNS szint figyelhetd meg (Waring és munkatirsai, 2001). Szdmos szarkoplazmatikus
retikulum fehérje képzddése is zavart szenved H,0, jelenlétében, valamint tobb csatorna és
receptor is karosul, igy példaul a Ca**-csatornak, ryanodin-receptorok, valamint a Ca2+—pumpa

ATP-az (Dhalla és munkatarsai, 2000).

2.2.2. Sejthaldl: nekrozis - apoptozis

A sejtelhaldlt morfoldgiai jellemzdi szerint alapvetden két csoportba szokds sorolni: az
apoptézis sordn a sejt jellemzéen zsugorodik, citoplazma kitiiremkedések jelennek meg, a
kromatin kondenzdlédik, fragmentdlédik, de a sejttartalom membrianokkal torténd
hatdroltsdga nem sériil. Ezzel szemben nekrdzis sordn a sejt duzzad és a lipid-membranok
sériilése folytdn a sejttartalom egy része kiszabadul a sejtek kozotti térbe. Az apoptotikus sejt
maradvinyait a makrofidgok vagy parenchymasejtek bekebelezik, lebontjdk, anélkiil, hogy a
sejtalkotérészek a kornyezetbe keriilnének. Ezért a nekrotikus sejtekkel ellentétben az
apoptézis nem valt ki gyulladdst, bar a fagocitdlé sejteket aktivdlhatja, és igy az

immunrendszert stimuldlhatja. Feltételezések szerint az apoptdzis és a nekrozis bekdvetkeztét
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az hatdrozza meg, hogy a sejtben a sejtpusztulds programjidhoz elegend6 ATP éll-e
rendelkezésre. Ha igen, akkor apoptdzis kovetkezik be; a sejtmembran és a sejtorganellumok
egy ideig még miukddoképesek, mig ha nem 4ll elegendd ATP rendelkezésre, akkor a sejtek
nekrézissal halnak el. Fontos azonban szem el6tt tartani azt is, hogy a két sejthaldlforma nem
kiilonithetd el teljesen egymdst6l, hanem valdjdban egy folyamat két végpontjdnak
tekinthetjiik azokat.

Az apoptdzis alapvetd molekuldris mechanizmusa viszonylag jol ismert. Apoptdzis
soran altaldban aktivalédnak a kaszpazoknak nevezett protedz csaldd tagjai, amelyek
célfehérjéik hasitdsdval beinditjdk a sejt morfoldgiai atalakuldsit (Nicholson és Thornberry,
1997; Palmer és Kentish, 1994; Stennicke és Salvesen, 1999). A kaszpazok aktivaldédasi
koriilményei alapjan két alapvetd udtvonalat lehet megkiilonboztetni: a kiilsé jelit sordn,
plazmamembran receptorokon (haldlreceptor) keresztiil torténik a kaszpaz aktivalédas; mig a
belsd jelut soran egy citoplazmatikus fehérjekomplex, az tgynevezett apoptoszoma
kialakuldsa segiti eld a kaszpdz aktivdldddst. A belsd jeldt legfontosabb szabdlyozo elemei a

mitokondriummal 4llnak szoros kapcsolatban (Dorn, 2008).

2.2.2.1. Halalreceptor 1t

A halélreceptorok az evolicié legmagasabb szintjén jelennek meg. A haldlligandok
olyan citokinek amelyek specifikus receptorukkal Osszekapcsolédva elinditjdk az
apoptézishoz vezetd jelatviteli utat. A haldlreceptorok és a haldlligandok fontos szerepet
jatszanak a szOveti homeosztdzis fenntartisiban. A haldlreceptorok transzmembran
receptorok, melyek a TNF-receptor csalddba tartoznak. A fehérjecsaldd els6ként felfedezett
tagja a tumornekrézis faktor (TNF). Legtobbjiikben taldlhaté egy homoldg citoplazmatikus
fehérjerész (haldldomén), ezen keresztiil kozvetitik az apoptotikus jelet a sejt belseje felé
(Gruss és Dower, 1995). A halalreceptor-halélligand kotodést kovetden kialakuld sejthalalt
kivalté jelatviteli komplex (DISC) hatdsara aktivdlédhatnak az inicidtor kaszpazok (kaszpdz-
2, -8, -10), melyek tovéabbithatjadk az apoptotikus jelet az effektor kaszpazok felé (Dorn,
2008).

2.2.2.2. Kaszpazok

A kaszpazok legfontosabb tulajdonsdgaikat neviikben rejtik, az enzimcsaldd tagjai

ugyanis kivétel nélkiil P1 aszpartdt specifikus cisztein protedzok (Caspase = cystein-
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dependent aspartate—specific protease) (Palmer és Kentish, 1994; Stennicke és Salvesen,
1999). Az eddig azonositott 14 emlds kaszpdz szerepe sokféle, részt vesznek az apoptdzisban
inicidtorként és effektorként egyarant, valamint a gyulladdsos folyamatokban.
Szekvenciaelemzésekbdl és biokémiai tesztek alapjdn a kaszpdzokat két nagy csalddba
soroljak:

1.) gyulladasos folyamatokban szerepet jatszok (kaszpaz-1, -4, -5, -11, -13) és

2.) apoptotikus folyamatokban szerepldk (kaszpaz-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10, -12).

A kaszpdzok aminosav szerkezete hasonld (Nicholson és Thornberry, 1997). A
haldldoménnel, illetve a kaszpdz aktivalé6 doménnel (CARD) rendelkez6 szabalyozo fehérjék
segitik az aktivalodasukat. A kaszpdz enzimeknek eltérd a hasitasi szekvencidja, ezzel
magyardzhatd, hogy a sejt legkiillonb6zébb fehérjéit képesek hasitani, hozzdjarulva igy a
sejtalkotok lebomldsdhoz, a sejt apoptotikus testekre vald széteséséhez. A szubsztratok kozott
taldlunk DNS lebomlas gatlot (ICAD) (Enari és munkatdrsai, 1998), a Bcl-2 csalad
antiapoptotikus tagjait (Cheng és munkatarsai, 1997), szerkezeti fehérjéket (laminok, gelsolin)
(Kothakota és munkatarsai, 1997) és kindzokat (FAK, PAK2, DNS-PK). Ez mind hozzajarul a
sejtalkotdk degraddloddsahoz és a sejt apoptotikus testekre vald széteséséhez. A kaszpdzok
mikodésének szabdlyozdsa mds proteolitikus rendszerekéhez hasonléan meglehetOsen
komplex, tartalmaz szabdlyozé protedzokat, kofaktorokat, visszajelzéseket, kiiszobértékeket.
Osszességében mindenesetre elmondhat6, hogy a kaszpdzok proenzim formédban termelddnek
és aktivalasukhoz proteolitikus hasitas sziikséges, tovabbd, hogy a mitkodésiiket gatléfehérjék

fiiggeszthetik (Richter és Duckett, 2000) fel.

2.2.2.3. Az apoptozis mitokondrialis utja

A mitokondrium, mint energiatermelé koézpont, nélkiilozhetetlen szerepet jatszik az
eukaridta sejtek életében, de a haldlaban is fontos szerephez juthat. Egyesek szerint a
mitokondrium a sejt Pandora-szelencéje (Brenner és Kroemer, 2000), mivel olyan fehérjéket
tartalmaz, melyek a citoplazmdba keriilve elinditéi, sokszor elengedhetetlen résztvevoi
lehetnek az apoptotikus folyamatnak. Ezek kozott a fehérjék kozott talalhatok példaul a
prokaszpdzok, az apoptdzis indukélé faktor (AIF), az adenilét-cikldz 2, vagy példaul a 1égzési
lancban is résztvevd citokrom-c (amely kaszpdz aktivator is egyben), a Smac/Diablo
(nemrégen felfedezett kaszpaz koaktivator) és néhany hoésokk fehérje (HsplO, Hsp60). E
fehérjék a citoplazmaba keriilését pedig mds, példaul a Bcl-2 csalddba tartoz6 mitokondridlis

fehérjék szabdlyozhatjdk, serkenthetik vagy gatolhatjdk. A mitokondridlis membran
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permeabilitasanak fokozdddsa sziikséges az apoptdzist kivaltd fehérjék kiszabaduldsahoz, és
ettdl fiigg, hogy a programozott sejthaldl mitokondridlis ttja elindul-e vagy sem. Ezekben a
folyamatokban a proapoptotikus jelek a mitokondriumban 6sszegzddnek, az energiakrizisnek
megfeleld valtozdsok indulnak meg, melyek a sejtlégzés sebességének véltozdsatdl az
energiatermelés csokkenésén 4t egészen a mitokondrium pusztuldsdig terjedhetnek
(Kirshenbaum, 1998). Az utébbi években megismert mitokondridlis apoptdzis szigndl sordn a
citokrém c és az apoptdzis indukalé faktor (AIF) kiszabadul a két membran kozti térbdl, ami
ugy lehetséges, hogy a mitokondridlis transzmembran potencial dsszeomlik és az igynevezett
mitokondridlis transition pore complex megnyilik (Crompton, 1999). A mitokondriumbdl
kikeriil6 citokrém-c, a citoplazméban az apoptotikus protedz aktivalo faktor-1-gyel (APAF-1),
valamint a dATP-vel vagy az ATP-vel és a prokaszpaz-9-cel egyiitt alkotja az apoptoszomat.
Ennek az enzimkomplexnek a feladata a prokaszpaz-9 aktivaldsa és ezen keresztiil a kaszpaz

kaszkad elinditasa.

2.2.2.4. PARP-1

Egy misik fontos, oxiddnsok dltal kivdltott, sejtkdrosoddshoz vezetd folyamat a
sejtmagban elhelyezkedd, poli(ADP-rib6z) polimerdz-1 (PARP-1) aktivécidjaval kapcsolatos.
A PARP-1 a DNS kotd enzimek csalddjanak tagja, a sejtmagban és a mitokondriumban
helyezkedik el szamos sejttipusban, igy a szivizomsejtekben is. Az aktivalt PARP-1 a NAD"-
ot hasitja, nikotinamid és ADP-ribdz jon 1étre. Az enzim ADP-rib6z alegységeket polimerizal
a sejtmagban 1év6 fehérjékre, hisztonokra és a PARP-1 enzimre magédra. A PARP-1 enzim
aktivaciojat a szabadgyokok és oxidansok kivaltotta DNS karosodds valtja ki. Toxikus
anyagok, genotoxikus, vagy citotoxikus drogok, az ionizalé sugdrzds, valamint nitrogén-
monoxid és szuperoxid anion keletkezésével jaré folyamatok a kivaltdi a DNS szl torésnek
(Szabo, 2003). A DNS-kdrosodds stlyossagatdl fiiggben kiilonb6z6é intracellularis
reakcidutakat indit be. Enyhe foki DNS-sériilés esetében a PARP-1 DNS-repair enzimként
mikodve a keletkezett sériilés kijavitdsat, a genom integritasat, a sejt tilélését segiti elo.
Sidlyos DNS-kédrosodds viszont nagymértékii PARP-1 aktivdaciét valt ki, amely egy Oridsi
energiaigényli metabolikus ciklust indit be a sejtben. A folyamat rovid id6 alatt kimeriti a sejt
teljes NAD™- és ATP-készletét, lelassitja a glikolizis folyamatat és a mitokondridlis 1€gzést,
végiil a sejt funkci6zavardhoz, majd elhaldsahoz vezet.

A PARP-1 enzim tilzott aktivacidjat leirtdk tobbek kozott szivizom infarktus

(Thiemermann és munkatarsai, 1997), iszkémia-reperfizié (Szabo és Bahrle, 2005),

13



szivelégtelenség (de Boer ¢és munkatarsai, 2000) és szivtranszplanticié (Szabo és
munkatdrsai, 2002b) eseteiben. Kordbbi tanulmanyokban bizonyitast nyert, hogy a cukorbeteg
allatok és emberek szivizomszovetében és érfaldban a poli(ADP-ribozil)alt fehérjék
mennyisége emelkedett, valamint kdrosodott a pumpafunkcié (Pacher és munkatérsai, 2002b).
Allatkisérletekben a PARP enzim specifikus gétlészereivel csokkenteni lehetett a kdrosodds
soran elhalt szivizomteriilet nagysdgit, a szovetkdrosodds mértékét (Pacher és munkatérsai,
2002b; Szabo és munkatarsai, 2004b).

Ujabb tanulmanyok kimutattak, hogy a PARP-1 képes aktivalni a DNS-fragmentéci6
bizonyos effektorait is. Ezen eredmények szerint szivizom sejtekben és érfali sejtekben a
PARP-1 irdnyitja az apopt6zis-indukalé faktor (AIF) mitokondriumbdl sejtmagba torténd
transzlokacidjat (Xiao és munkatarsai, 2005). Az oxidoreduktdz aktivitassal rendelkez6 AIF
hatdsdra mitokondrium membrin depolarizacid, citokrom-c-kiszabadulds, a sejtmagban a
kromatin kondenzicidja, valamint a plazmamembran fosztatidilszerinjeinek a kiilsd
lipidrétegbe véandorldsa tapasztalhat. E folyamat élettani jelentdsége abban rejlik, hogy a
kijavithatatlan DNS-kdrosodast elszenvedett sejtek ezzel a mechanizmussal biztonsdgosan
elimindlédhatnak. Fontos megjegyezni, hogy az AIF kaszpdz- és Bcl-2-fiiggetleniil valt ki

apoptozist.

2.3. A szivizom Kontraktilitas szabalyozasanak molekularis
mechanizmusai

2.3.1. Frank-Starling mechanizmus

1895-ben, illetve 1915-ben irtdk le Frank és Starling az ugynevezett ,szivtorvényt”
(Zimmer, 2002), melynek lényege, hogy a fokozott igényekhez (novekvd vénds
visszadramlds) a bal kamra a végdiasztolés térfogat novekedésével valaszol, ami a
megndvekedett nyugalmi rosthosszisdg miatt erdteljesebb kontrakcidkat (nagyobb
verOtérfogatot) eredményez. Ez végeredményben noveli a perctérfogatot és igy a sziv mintegy
alkalmazkodik a  megnovekedett  igényekhez. @ Ugyanakkor a  bal  kamra
alkalmazkoddképessége korldtozott, mivel a nyugalmi rosthosszisdg novekedése csak egy
optimalis pontig (2,2 um-es szarkomerhossz) biztositja a kontrakcids eré novekedését. Ezen
érték felett a bal kamra tdgulata mintegy “passziv’ folyamattd vilik és inkdbb kdros a

szivizom adapticidja szempontjabol. A Frank-Starling mechanizmus szabalyozasaban
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kitiintetett szerepet kap a vastag filamentumokat a szarkomer Z-lemezéhez r6gzito titin, mely
fontos szerepet jatszik a szarkomer szerkezeti integritdsanak fenntartdsdban és a relaxalt izom
megnyujtidsakor kifejlodd passziv erd szabdlyozdsdban. Emellett az aktin és miozin alkotta
filamentumok kozti oldalirdnyd tér (,lateral spacing”) nyujtds hatdsidra bekovetkezd
csokkenését is feltételezik a jelenség hatterében. Ezen mechanizmusok szabélyozzdk az aktin
és miozin kozti 4tfedd teriilet nagysdgat, ezdltal a kereszthidak szdmat, valamint fokozzdk a
troponin C kalciumérzékenységét, kovetkezményesen a kontrakcios erdt. A szarkomeren beliil

hosszfiiggést biztositd fehérjerendszer miikodése ma még nem kelléen ismert.

2.3.2. Béta adrenerg szabdlyozds

A B- és a-adrenerg rendszer miikodése kozott 1ényeges eltérések tapasztalhatok. Az
al-adrenoreceptorok ingeriilete simaizom-kontrakciét, illetve vazokonstrikciot valt ki, a
szivizomban pedig enyhe pozitiv inotrop hatast fejt ki, sejtnovekedést és hipertrofiat
eredményez. A  [P2-receptorok dltal medidlt adrenerg vilasz eredményeként
simaizomrelaxacid, illetve vazodilatici6 jon 1étre.

A Bl-adrenerg receptorok ingeriilete a szivizomban pozitiv inotrop és chronotrop
hatdst, sejtndvekedést, hipertrofidt, a vesék juxtaglomerularis appardtusdbdl pedig
reninfelszabaduldst vélt ki. A B2-receptor slriis€ége a normdl kamraizomzatban koriilbeliil
harmada a béta-1 receptor mennyiségének. A P2-receptorrendszer miokardidlis hatdsa és
szabdlyozéasa hasonl6 a B1 receptorokhoz. Ugyanakkor a normél miokardiumban, egyszeriien
a [P2-receptorok alacsonyabb siirisége miatt szerepilk kevésbé lényeges a kontraktilitds
novelése szempontjabdl. Ugyanez a helyzet az al-adrenerg receptorokkal, amelyek
kontraktilitast novelO szerepe a normél human miokardiumban alig mérhetd.

A sziv sejtjeinek sejtfelszini adrenerg receptorai a G-fehérjéken keresztiil
szabdlyozzdk a szivritmust, a szivizom kontraktilitisat és a szivizomsejtek méretét. Az al
adrenerg receptor Gy, mig a 3 adrenerg receptorok a Gy GTP-kotd fehérjét képesek aktivélni,
valamint a f2-adrenerg receptor a G; fehérjével is kapcsolt. A Gy az adenil-ciklaz aktivadlasan
keresztiil, a cAMP-termelést fokozva, a cAMP-fiiggd protein kindzt (PKA) stimulélja, és
ezaltal éri el célmolekuldit (Schaub és munkatérsai, 2006). A Gg-fehérje esetében a kaszkad
els6 1épése a foszfolipdz C (PLC) aktivdldsa, majd az inozitol-triszfoszfit és a diacil-glicerol
mint méasodlagos hirvivok termelése, végiil a protein kindz C (PKC) aktivéldsa torténik. Ezek

a masodlagos hirvivok aktivdljak a sejtmag transzkripcids faktorait, melyek végsé soron a
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sziv adaptacios valaszdnak kovetkeztében szivizomhipertréfia, fibrézis, fotdlis gének
expresszidja altal nyilvanulnak meg (Anversa és munkatarsai, 1992; Liew és Dzau, 2004). A
kindzok katalitikus alegysége szdmos fehérjét foszforildl. A szivizom-hipertréfia
szempontjabdl mindegyik emlitett receptor gatldsa elényds hatdsu, kisérletesen és klinikailag
egyardnt. A hipertréfidhoz vezetd végsé kozos utat mindkét esetben a mitogén aktivalta
proteinkindzok (MAPK) hatdsa alkotja. A hipertr6fids vdlasz lényege, hogy a miocita mérete
megnd, a szarkomer reorganizalddik, és fotdlis gének expresszalédnak (Dorn és Force, 2005).

A szimpatikus aktiviacidnak patogenetikai és progressziot el6idéz0 szerepe van szinte
valamennyi kardiovaszkularis koérképben, igy a kronikus szivelégtelenségben is. A magas
katekolamin szint egyuttal a fl-receptorok deszenzibilizal6dasat, a receptorszam (siiriiség)
csokkenését eredményezi (Fowler €s munkatérsai, 1986). Az al-receptorok abszoliit stirisége,
hasonléan a [P2-receptorokhoz nem csokken a szivelégtelenség kialakuldsaval.
Szivelégtelenségben tehit a szivizom legfontosabb inotrop szabdlyozé mechanizmusa (B1-
receptorok) valik elégtelenné és a kontraktilitds szabdlyozdsiat részben egyéb, kevésbé
hatékony rendszerek veszik at (B2- és al-receptorok). Ennek a patoldgids folyamatnak a
magyardzatira tobb elmélet szolgdl, amelyek koziil a legfontosabb a receptorfehérje
foszforildcidja a PB-adrenerg receptorkindz (B-ARK) altal. A foszforilacié szétkapcsolja a
receptorfehérjét a G-proteinektdl és az adenil-ciklaztol, ami miatt a rendszer funkciondlisan
inaktivalédik (Ungerer €s munkatarsai, 1993). Végiil endocitdzis segitségével a
receptorstruktdra eltinik a membran felszinérol. A mikodoképes kalciumcsatornak
megnovekedett szima okozta fokozott aktivitds hatdsdra transzgénikus allatmodellekben a -
receptorok deszenzitizacidja alakul ki, valtozatlan receptorszam mellett (Muth és munkatarsai,
1999). Ez a jelenség egy kalciumfiiggd B-receptor-inaktivalasi folyamatra utal. Parhuzamosan
ezzel egyiitt csokken a stimuldlds sordn keletkez0 cAMP mennyisége, illetve kdérosan
emelkedik a gatl6 jellegii G-protein szintje, ami befolyédsolhatja a receptorok funkciéjat (Dorn
és Force, 2005). Ennek a tdlaktivalt neuroendokrin rendszernek a gatlasdn alapul a

szivelégtelenség terapidja.

2.3.3. Protein kindz C - fiiggo szabdlyozds

A protein kinaz C izoenzimcsalad a szerin/treonin kindzok egyik képvisel6je. A mai
napig legalabb 11 kiilonboz6 PKC izoenzimet azonositottak, melyeket szerkezeti

jellegzetességeik, valamint aktivicids mechanizmusaik alapjan négy nagyobb csoportba
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sorolhatunk. A ,klasszikus” csoportba (cPKC) 4 izoenzim tartozik: a PKCa, BI, BII és y. Ezen
izoenzimek k6zos jellemzdje, hogy kalcium- és diacil-gricerol- (DAG), illetve annak exogen
megfeleldjeként miikodd forbolészter-dependensek, vagyis aktivdlédasukhoz ezen anyagokat
kofaktorként igénylik. A masodik csoportba a nem kalcium fiiggd PKC9, &, 1, 0 izoenzimek
tartoznak, melyeket szokds ,,novel” PKC-nek is (nPKC) nevezni. K6z0s jellemzdjiik, hogy
forbol-észter jelenlétében, kalcium nélkiil is maximadlisan aktivilhatéak. Harmadik csoportba
az atipusos” (aPKC) izoenzimek sorolhatok, melyek kozé a PKC({ és A1 izoenzimek
tartoznak, melyek aktivalédasukhoz sem kalciumot, sem forbol-€sztert nem igényelnek.
Végezetiil kiilon csoportba sorolhaté a PKCp, mely mind aktivdcidjat mind szerkezetét
tekintve rendhagy6 izoformanak tekinthetd.

A PKC aktivitdsanak egy fontos szabdlyozéja in vivo az enzim és szubsztratjainak
sejten belilli eloszldsa. Immunhisztokémiai vizsgdlatok kimutattdk, hogy a kiilonb6zo
izoenzimek eltéré sejten beliili kompartmentekben taldlhatok. Szdmos olyan fehérjét
azonositottak, amelyek kotddnek a PKC-hez, s ezen kotéfehérjék koziil tobb az enzim
szubsztratja is lehet. Ahhoz, hogy a PKC a madsodlagos hirvivok koncentracidjanak
véltozasara hatékony vélaszt adjon és szubsztritjaihoz konnyen hozzaférjen, megfeleld sejten
beliili lokalizéci6 sziikséges. A PKC szabdlyoz6 doménjéhez kotddd fehérjék egyik fontos
csoportjat a RACK (Receptors for Activated C-Kinase) fehérjék alkotjdk (Mochly-Rosen,
1995; Mochly-Rosen és Gordon, 1998). Ezek az enzim aktiv konformécidjat stabilizaljak,
csak az aktivalt PKC enzimhez kotdédnek, de maguk nem szubsztratjai az enzimnek.

Az emberi szervezetnek nincs olyan sejttipusa amely ne rendelkezne valamely PKC
izoformaval. Fontos tény ugyanakkor, hogy nem mindegyik izoenzim taldlhat6 meg minden
sejttipusban, azaz a PKC izoenzimek a szervezetben az adott speciesre, szovetre, sejtre
jellemz6 megoszlast és mintdzatot hoznak létre. Ebbol fakadéan a PKC enzimek az élettani
szabdlyoz6 folyamatok széles skaldjat képesek befolyasolni. Alapvetd és kdzponti szereppel
folyamatdban, a szervezet védekez0 mechanizmusaiban, medidtorok szintézisében,
miofibrillaris kontraktilitds szabédlyozdsdban. A huméan szivizomban 6 izoforma azonosithato,
PKCa, BI/BIL, 9, €, n, €s A1 (Sodha és munkatarsai, 2008). Kronikus szivelégtelenség kapcsan
ismert a kalcium fiiggé izoforméak, PKCa, BI és BII szelektiv upregulaciéja (Bowling és
munkatdrsai, 1999; Wang és munkatérsai, 2003).

Az utébbi idében egyre tobb bizonyiték szol amellett, hogy a PKC izoenzimek
nemcsak szerkezeti, aktivicids és megoszlasi heterogenitdst mutatnak, hanem regulédcidjuk és

bioldgiai szerepiik is kiilonbozhet egymastdl. Bebizonyosodott emellett az is, hogy egy adott
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sejtvalasz kialakitdsaban a kiilonb6z6 izoenzimek nemcsak eltérd aktivitassal vehetnek részt,
de hatdsuk sokszor ellentétesnek addédhat. Ezen megéllapitds egyik kivalo példdja, hogy in
vivo és in vitro iszkémia indukdlt szivizom kdrosodds sordn izoldlt szivizomsejtekben,
perfundadlt szivben és transzgénikus egér modellben egyarant ellentétes a PKCS és PKCe
hatdsa. A PKCS aktivacié a szivizom kdrosodds mértékét fokozza, ugyanakkor a PKCe a
kardioprotekcié kialakuldsdért felelds. Ezen tdlmenden, kisérletes eredmények és a klinikai
megfigyelések szerint a hipertrofids program fenntartdsaért PKCO ¢és ¢ medidlta
mechanizmusok egyarant felelosek (Chen €s munkatdrsai, 2001). Ezen hatdsok hatterében
minden valdszinliség szerint a kiillonb6z6 PKC izoenzimek egyedi szerepe és eltérd sejten
beliili lokalizacidja (targeting) all.

A kronikus szivelégtelenség teriiletén folytatott kordbbi vizsgalatok szdmos sejtszintli
szignalizaciés tutvonal érintettségét igazoltdk. A hipertr6fids transzformacié szempontjabol
kitiintetett jelentdséglinek tiinnek azok a kapcsolatok, melyek a szarkolemma angiotenzin II,
endotelin és katekolaminok G-fehérje-kapcsolt receptorain keresztill az intracelluldris
foszfolipaz C és PKC izoenzimek aktivdlasin at kozvetitenek szigndlokat. Nem vildgos
azonban, hogy az aktivélt PKC rendszer milyen szerepet jatszik a kontraktilis fehérjerendszer
foszforildcidjdban, és az hogyan hat az elégtelen funkcidji miokardium kontraktilis
mechanikéjira. Annak ellenére, hogy szdmos PKC izoenzim expresszalodik példaul patkiny
szivizomban, kalcium kezelés hatdsdra csak PKCo transzlokiciéja figyelhet6 meg a
citosz6lb6l a kontraktilis rendszerhez, mely feltételezi a PKCo kiemelkedd szerepét a
kalcium-dependens miofibrillaris-kontraktilitds szabdlyozdsdban. A miofibrillaris rendszer
Ca-érzékenységére vonatkozé adatok is ellentmondasosak, valtozatlan (Noland és
munkatarsai, 1995), csokkent (Burkart és munkatarsai, 2003; Sakthivel és munkatarsai, 2005)
és/vagy novekedett (Pi és munkatirsai, 2003) Ca-érzékenységrél szamolnak be
szivelégtelenségben.

Nincs Osszhang abban sem, hogy az intracellularis foszforiliciés folyamatok mely
strukturalis fehérjéket érintik, ezek milyen modon viszonyulnak a megvaltozott miofibrillaris
funkcidhoz. In vitro kisérletekben bebizonyosodott, hogy a troponin I (Tnl), a troponinT
(TnT), a miozin konnyiilanc-2 (MLC-2) és kardidlis miozin-kétd C fehérje (cMyBP-C)
egyarant szubsztratjai a PKC-nek (Noland és munkatérsai, 1989; Noland, Jr. és munkatarsai,
1996; Noland, Jr. és Kuo, 1993). Tovabb4, a specidlis Tnl foszforildcids helyein kiviil (Ser
43/45, Thrl44) a PKC képes a PKA Ser 23/24 poziciéban levo foszforilaciés helyét is
foszforildlni (Noland és munkatarsai, 1995; Noland, Jr. és munkatarsai, 1996). A molekula

PKC-medidlt foszforildcidja rigcsdlokban csokkenti a miozin ATP4z aktivitisit és a
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maximdlis er6t. Egerekben megfigyelték PKCe aktivacidjat szivelégtelenségben valamint
szivizom hipertréfidban, PKCa-dependens Tnl foszforildciét és a foszforildlt Tnl molekula

transzlokdcidjat a kontraktilis rendszerhez (Rybin és Steinberg, 1994).
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3. Célkitiizések

Munkank sordn az alabbi két témakor koré csoportositottuk kérdéseinket:

1. A protein kindz C szerepe a human miokardium kontraktilitisaban

Az iszkémia/reperfiziot kovetd kontraktilis véltozdsokban milyen szereppel birnak a PKC

izoenzimek?

2. A miokardialis sejtek sériilésének markerei szivelégtelenségben

Szivelégtelenségben megfigyelhetd-e reaktiv oxigén vagy nitrogén gyokok megjelenése?
Amennyiben igen, ezek aktivaljik-e az apopt6zis mitokondridlis kaszpaz fliggd vagy kaszpaz

fliggetlen utvonalat?
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4. Modszerek

4.1. Etikai vonatkozasok

Humén szivizom mintdk feldolgozdsa a World Medical Assosiation 4ltal kiadott
Helsinki Deklardcionak megfelelden tortént. A kisérletek végrehajtdsat a Magyar
Egészségiigyi Minisztérium (No. 323- 8/2005-1018EKU) és a Debreceni Egyetem
Tudoményos Tandcs Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsiga (No. DEOEC

RKEB/IKEB 2553-2006) is jévahagyta.

4.2. A miokardialis sejtek sérililéesének markerei
szivelégtelenségben

4.2.1. Szivizom biopszidk

A kisérletek sordn felhasznélt humédn bal kamrai szivizom mintdk egyrészt dilatativ
kardiomiopétidban szenvedd, Battista miitéten dtesett betegekbdl (NYHA 1V), mésrészt 18 és
56 év kozotti, férfi és néi agyhaldl dllapotdban levd szervdonorokbdl szarmaztak (1. tdblazat).
A haldl oka baleset vagy szubarachnoidélis vérzés miatt bekdvetkezd cerebralis kontizid és
vérzés volt. A sziv pulmondlis és aorta billentyi-homograft készitése céljabdl lett eltavolitva.
A graftok készitéséhez fel nem haszndlt bal kamrai miokardiumot kapta meg
laboratériumunk. A donorok kardidlis megbetegedésben nem szenvedtek, és egyediil rovid
idejii dobutamin és diuretikum kezelésben részesiiltek. A mintakat kardioplégids oldatban
(110 mM NaCl, 16 mM KCI, 1,6 mM MgCl,, 1,2 mM CaCl,, 5 mM NaHCOs;; pH 7,4)
szallitottak 4 °C-on, majd cseppfolyds nitrogénben fagyasztottuk, és felhasznalasukig -80 °C-

on taroltuk.
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Esetszdm Stétusz Diagnozis Kor | Nem Gyobgyszeres
terdpia
diuretikum, ASA, Dob., Dop.,
1 NYHA IV ISZB 40 Q | III. osztalyd antiaritmids szer, Na-
heparin,
2 NYHA IV HCM 49 4 ACEI, BB, OAC
3 NYHA IV DCM 54 3 digoxin, ACEI, BB, diuretikum
4 NYHA IV ISZB 49 Q ACEL (.jCB’. OAC, BB,
diuretikum
5 NYHA IV DCM so | @ | ACELOAC, BB, diuretikum,
III. osztalyu antiaritmids szer
6 NYHA IV ISZB 48 | © ACEL BB, nitré,
diuretikum
7 NYHA IV DCM 49 4 digoxin,OAC, diuretikum
8 NYHA IV DCM 49 38 OAC, diuretikum
1 Donor RIND 46 3 diuretikum, dobutamin, dopamin
2 Donor apoplex_la 56 3 dobutamin, dopamin
cerebri
3 Donor SAV 18 Q dobutamin, dopamin
4 Donor SAV 37 Q nincs adat
5 Donor apoplex_la 39 Q dobutamin, dopamin
cerebri

1. tablazat. A vizsgalatba bevont egyének adatai.

NYHA: New York Heart Association stddiumok; ISZB: iszkémids szivbetegség;, DCM:
dilatativ kardiomiopdtia;, HCM: hipertrdfids kardiomiopdtia;, RIND: reverzibilis iszkémids
neurologiai  defektus; SAV: szubarachnoiddlis vérzés;, ACEIL: angiotenzin konvertdz
enzimgdtlo, CCB: kalcium csatorna-blokkolo; BB: béta-blokkolo;, OAC: ordlis
antikoaguldns; ASA: acetil-szalicilsav
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4.2.2. Szivizom homogenizdtum

A szivizom mintdkat -80 °C-rél kivéve relaxdlé oldatban olvasztottuk fel (1 mM
szabad Mg2+, 145 mM KCI, 2 mM EGTA, 4 mM ATP, 10 mM imidazol; pH 7,0). A
mintdkbdl a kontraktilitds mérésekhez sziikséges szivizomsejteket mechanikusan izoldltuk. A
kardiomiocitdkat tartalmazé szuszpenzidt 5 percig 0,5%-os triton-X-100-zal (relaxalé
oldatban) kezeltiik. A triton kezelés eredményeként a sejtek membranrendszerei atjarhatova
véltak, vagyis ,kémiailag nyuzott” szivizomsejteket nyertiink, és igy lehetdség nyilt a
miofibrillaris funkcidk kontrollalt intracelluldris koriilmények kozott torténd vizsgalatira. A
prepardtumokat ezt kdvetden 3-szor mostuk és centrifugéltuk egy percig 1000 rpm-en a triton-
X-100 eltavolitasa céljabol. Az igy nyert izolalt, permeabilizalt kardiomiocitdkat szilikon
ragasztoval egy érzékeny erdmérohoz és egy piezoelektromos motorhoz rogzitettiik. Tovabba
a biokémiai kisérleteinkben ugyanilyen mddon elddllitott izoldlt, permeabilizalt

szivizomsejteket tartalmazé homogenizatumokat hasznaltuk.

4.2.3. Immunhisztokémia

Az acetonban fixalt szoveteket paraffinba agyaztuk és 5 pm vastag metszeteket
készitettiink (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). A deparaffindlt metszeteket
0,3% hidrogénperoxiddal kezeltiikk, hogy az endogén peroxiddz aktivitast gatoljuk. A
metszeteket 1,5% normdl kecske szérummal (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
szobahdmérsékleten blokkoltuk 1 6éran keresztiil, majd 4°C-on inkubdltuk egy éjszakan at
1:100 higitdsban PAR és AIF ellenes nyilban termeltetett poliklondlis elsddleges antitesttel
(mindkett6 Calbiochem, San Diego, CA, USA). Ezt kovetden fajspecifikus biotinilalt
szekunder antitesttel (1:200), és ABC reagenssel (mindkett6 Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) inkubdltuk a metszeteket. A peroxiddz aktivitist DAB kromogénnel
(DAB substrate kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) detektdltuk, majd Gill’s
hematoxylinnal (Accustain; Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA) végeztiink hattérfestést.

A negativ kontrollként szolgalé metszeteket nem inkubéltuk els6dleges antitesttel.
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4.2.4. Western immunoblot

4.2.4.1. Poli-ADP ribozilacio vizsgalata

A miofibrillaris fehérjék Poli-ADP ribozildciéjanak mértékét izoldlt permeabilizalt
szivizomsejteket tartalmazo homogenizatumbol hataroztuk meg. A homogenizatumot SDS-
mintapufferben (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 10 percig foztiikk. A fehérje
koncentraciét dot blot médszerrel ellendriztiik, majd 20 pug protein homogenizatumot vittiink
fel 10%-os gradiens gélre (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). A molekulasuly
szerint szétvalasztott fehérjéket 1%-os tejporban blokkoltuk 1 6rdig, majd az 1%-os tej-PBS-
ben higitott elsddleges PAR ellenes antitesttel (1:10 000; Calbiochem, Gibbstown, NJ, USA)
inkubéltuk. A membranokat ezt kovetdn megfeleld masodlagos torma-peroxiddzzal kapcsolt
antitesttel (1:10 000; Calbiochem, Gibbstown, NJ, USA) inkubaltuk. A jeleket felerdsitett
chemiluminescencia (ECL) (PerkinElmer Life Science, Waltham, MA, USA) segitségével
autoradiographids filmen (Primax RTG-B) vizualizdltuk. A filmeken kapott sotét sdvok

reprezentéltdk a poli-ADP ribozilalt fehérjéket.

4.2.4.2. Fehérjék karbonilaltsaganak vizsgalata

A 4.2.2. pontban leirtaknak megfeleléen szivizom izoldlast végeztiink, azzal a kiilonbséggel,
hogy izoldlé oldat helyett RIPA-puffert hasznaltunk (1% Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO, USA), 0,5% Na-deoxikolat (Reanal Finechemical, Budapest, Hungary),
0,1% Na-dodecilszulfat (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA), 2 v/v% protein inhibitor
koktél (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA), 0.5 mM PMSF (Fluka, Buchs,
Switzerland), and 1 mM benzamidine-hidroklorid hidrat (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
MO, USA)). A frakciok fehérjetartalmat BioRad Protein Assay-vel hatiroztuk meg. A
fehérjeoldallancok karboniléltsaganak vizsgalatit OXYBLOT kittel (Oncor, Gaithersburg,
MD, USA) végeztilk. A meghatdrozds sordn az elektroforézist és transzfert kovetden a
moédosult (karbonilélt) oldallancokat eldszor dinitrofenilhidrazinnal (DNPH) reagaltattuk,
majd DNPH-ra specifikus els6dleges antitesttel inkubdltuk. Ezt kovetden hagyomdnyos

immunoblot metodikdval mutattuk ki a karbonildlt fehérjéket.
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4.2.4.3. A mintak PARP-1, kaszpaz-9 és nitrotirozin oldallanc tartalmanak vizsgalata

A PARP-1 és kaszpdz-9 jelenlétét 10%-os SDS-poliakrilamid gélelektroforézist, a donor
illetve beteg mintdkban meglevd, valamint a peroxinitrit kezelés (10-500 uM) hatdsira a
miofibillaris fehérjékben 1étrejovd nitrotirozin oldallincok képzddését 5-20%-os SDS-
poliakrilamid gradiens-gél elektroforézisét kovetden Western-immunoblottal vizsgaltuk.
Mintanként 15-30 pg proteint vélasztottunk el az elektroforézis sordn. A membran szabad
kotdhelyeit 1%-os sovany tejport tartalmazé PBS-ben (tej-PBS) 1 6rdig blokkoltuk, majd 1%-
os tej-PBS-ben higitott megfeleld elsddleges (PARP-1 (1:10 000, Calbiochem, Gibbstown,
NJ, USA), kaszpaz-9 (1:1 000, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA), nitrotirozin
oldallanc (1:10 000, Calbiochem, Gibbstown, NJ, USA) felismer0) antitesttel inkubaltuk. A
membranokat ezt kovetden megfeleld6 masodlagos biotinalt (Vectastain ABC kit; Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), vagy torma-peroxiddz kapcsolt antitesttel (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) inkubdltuk, végiil az immunreakciok eredményét
kemilumineszcens mddszerrel (PerkinElmer Life Science, Waltham, MA, USA) tettiik

lathatova.

4.3. A protein kinaz C (PKC) szerepe a human miokardium
kontraktilitasaban

4.3.1. PKC és troponin I kimutatdsa immunhisztokémidval

A huméan szivizom mintdkb6l -20°C-on kryostatban készitettink 10 pm-es
metszeteket, melyeket 5 percre hideg acetonba helyezve fixaltunk. A fixalt metszeteket PBS-
ben mostuk szobahémérsékleten, majd 1 éran 4t kecske szérum albumint tartalmazé blokkold
oldatban blokkoltuk. A metszeteket PKCa ellenes nytlban termeltetett elsddleges antitesttel
(1:100, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA), majd FITC-konjugélt kecskében
termeltetett nyul ellenes antitesttel (1:100, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)
inkubdéltuk. A Tnl vizualizéldsdra Tnl ellenes egérben termeltetett elsddleges antitesttel (clone
22B11, 1:100, Research Diagnostics Laboratories Inc., Louisville, TN, USA) inkubdltuk a
metszeteket, melyeket végiil egy hdromlépéses sztreptavidin-biotin komplex alapi (1:100,
JacksonLaboratories, Bar Harbor, ME, USA) immunhisztokémiai eljards segitségével

festettiilk meg.
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4.3.2. Biokémiai modszerek

A vizsgdlt kontraktilis valtozdsok biokémiai hdtterének tisztdzdsdhoz tobbféle
modszert alkalmaztunk. A miofibrillaris fehérjék in vitro foszforilacidjaval és Western blot
analizisével az egyes fehérjék szintjén bekovetkez6 véaltozasokat detektiltuk. A mechanikai és
biokémiai méréseinkbdl szdrmazdé adatok megbizhaté Osszevethetdsége érdekében hasonld
kisérleti koriilmények (homérséklet, inkubaciok idétartama) megteremtésére torekedtiink a
kiilonb6z6 mddszerek alkalmazdsa sordn. Tovdbbd a mechanikai és biokémiai kisérleteinkben
ugyanolyan moédon elédllitott izoldlt, permeabilizdlt szivizomsejteket tartalmazé

homogenizatumot hasznaltuk.

4.3.2.1. Human szivizomsejtek ,,rekonstrukciéja”

Az izolalt, permeabilizalt kardiomiocitdkhoz visszaadtuk az izoldlds sordn eltavolitott
citosz6lt ~1 mg miocita protein/ml koncentriciét bedllitva. Az aktivicidk sordn a
,rekonstrudlt,, szivizomsejteket 10 (erémérések) illetve 30 (biokémiai modszerek) percig
inkubdéltuk forbol-mirisztil-acetdt (PMA, PKC aktivator; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA), GF 109207X (LC Laboratories, Woburm, MA, USA) és Go 6976 (Calbiochem, San
Diego, CA, USA; PKC inhibitorok, valamennyit 10 uM koncentracidéban) jelenlétében vagy
hidnyaban. A kiilonb6zé biokémiai mérések sordn sejteket 3 alkalommal mostuk 450 pl
izolal6 oldattal (centrifugélds: 1000 rpm, 2 perc), az inkubdcié sordn alkalmazott kalcium és
PMA koncentréciot is figyelembe véve. Ezt kovetéen a homogenizatumot 5 percig foztiik 60
pl SDS-mintapufferrel (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA), majd 30 pl mintat
felhaszndlva molekulasily szerint SDS-elektroforézissel szétvélasztottuk és Western

immunoblottal detektaltuk a fehérjéket.

4.3.2.2. In vitro foszforilacio

A human szivizom homogenizatumokat feleslegben alkalmazott rekombindns PKA, PKCa, v,
0, ¢ és n (Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA) izoenzimekkel 60 percig 37°C—on
inkubéltuk 10 mM magnézium és 100 uM [ y->’P] ATP (ICN, Costa Mesa, CA, USA)
jelenlétében HEPES pufferben. A rekombindns PKC izoenzimek kindz aktivitdsdnak mérésére
1 mg/ml hiszton IIIS (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) szubsztratot alkalmaztunk.

A foszforildcié autoradiografidval torténd kimutatdsdhoz a reakciét hideg (jégben hiitott)
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aceton hozzdadasdval allitottuk le. Az elegyet 10 percig jégen tartottuk, majd a kicsapddott
fehérjéket centrifugdldssal valasztottuk el. A csapadékot 50 pul SDS mintapufferrel (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 5 percig forraltuk, majd a fehérjéket SDS-poliakrilamid
gél elektroforézissel elvdlasztottuk. A géleket ezutdin Coomassie festékkel festettik. A
fehérjékbe épiilt p_ta gélek szaritasat kovetden autoradiografidval detektdltuk.

Ezzel parhuzamosan 5 pl mintat P81 foszfocellul6z papirra (Whatmann, Fairfield, NJ,
USA) cseppentettiink. A szubsztritfehérjékbe épiilt 2p mennyiségét a papirok 0,5% -os
foszforsavas mosdsa (3x5 perc) és acetonnal torténd szaritdsa utdn TriCarb (PerkinElmer Life

Science Inc., Waltham, MA, USA) szcintillaciés szdimldléban hatdroztuk meg.

4.3.3. Western immunoblot

A 4.2.2. pontban leirtaknak megfelelden szivizom homogenizitumot izoldltuk, azzal a
kiilonbséggel, hogy izolal6 oldat helyett RIPA-puffert hasznaltunk (1% Igepal CA-630, 0,5%
Na-deoxikolat, 0,1% Na-dodecilszulfat, 2 v/v% protein inhibitor koktél; pH 7,4). A frakcidk
fehérjetartalmat BCA assay-vel (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) hatdroztuk meg,
BSA standard alapjan, és azt 4 mg/ml-re A&llitottuk be RIPA hozzdaddsdval. A
homogenizdtumot SDS-mintapufferben (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 10
percig foztiik. Minden mintabol 50 pg protein homogenizatumot, illetve kontrollként human
rekombinans PKC izoenzimeket (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) vittiink fel
10%-os gradiens gélre (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A molekulastly szerint
szétvélasztott fehérjéket 1%-os tejporban blokkoltuk 1 6rdig, majd az 1%-os tej-PBS-ben
higitott els6dleges PKCa (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA, higitas 1:5 000) PKCd
é€s PKCe (mindkettd Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA, higitas 1:1 000) ) ellenes antitesttel
inkubéltuk. A membranokat ezt kovetdn megfeleld masodlagos torma-peroxiddzzal kapcsolt
antitesttel (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA, higitas 1:50 000) inkubaltuk. A jeleket
felerdsitett chemiluminescencia (ECL) (PerkinElmer Life Science Inc., Waltham, MA, USA)
segitségével autoradiographids filmen (Primax RTG-B) vizualizaltuk. A kapott jel intenzitdsa

ardnyos a membrénon levo fehérje mennyiségével.
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4.3.4. PKC izoenzimek transzlokdcioja

A membréanrendszeriiktd]l megfosztott szivizomsejtekhez visszaadtuk a citoszdlt (1
mg/ml, 450 pl/cs6) és szobahomérsékleten 30 percig inkubdltuk kalcium jelenlétében (5 mM)
vagy hidnydban, valamint forbol-mirisztit-acetit (PMA, 10 pM; Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, USA) jelenlétében vagy hidnyaban. A sejteket 3 alkalommal mostuk izoldld
oldattal (centrifugalds: 1000 rpm, 2 perc), az inkubdacié sordn alkalmazott kalcium és PMA
koncentriciét is figyelembe véve. Ezt kovetéen a mintdkat 5 percig foztiik 60 pul SDS-
mintapufferrel (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) majd 30 pl mintabdl a PKCa, B1,
0 és ¢ fehérjék mennyiségét hatdroztuk meg. A fehérjék kimutatidsira ebben az esetben is
peroxiddz konjugalt masodlagos antitesteket és ECL modszert alkalmaztunk. A sdvok

intenzitdsat ImagelJ software felhasznalasaval mértiik, az értékeket OD-ben hataroztuk meg.

4.3.5. Citoszol szabad kalcium koncentrdciojanak meghatdrozdsa

A kisérletekben célunk annak meghatirozdsa volt, hogy a mechanikai mérésekben
alkalmazott kezelések soran a szabad kalcium koncentracidkat hogyan befolyésolja a citoszol
szolubilizdlasa soran haszndlt oldat. Ebben az oldatban (relaxalé oldat) ugyanis a citoszolikus
fehérjék mellett 2 mM EGTA is volt, ami természetszerilleg mddositotta a szabad kalcium
koncentraciét. A transzlokécio kalcium fiiggése kapcsan ezért erdfeszitéseket tettiink annak
érdekében, hogy a transzlokdcié sordn alkalmazott kalcium kezelések sordn a szabad kalcium
koncentraciét meghatiarozzuk. Ennek érdekében a kezeléseket Flou-3 (Sigma-Aldrich Corp.,
St. Louis, MO, USA) fluoreszcens kalcium indikdtor jelenlétében is elvégeztiik és a kapott
fluoreszcencia értékeket egy kalibriacids gorbe (Fluo-3 fluoreszcencia ismert szabad kalcium
tartalmd oldatokban) alapjan értékeltiik. A fluoreszcencia intenzitdsokat fluorescence plate
reader (BMG NOVOstar fluorescent plate reader) haszndlataval 10 és 30 perces inkubacios
idével 520 nm-en detektaltuk. fgy keriiltek mérés alapjin meghatdrozasra a 19. dbra B
panelén lathatd kalcium-fiiggési dbra X-tengelyének értékei. Az eredmények és a kalibracids

gorbe értékelése Microsoft Excel és a Graphpad Prism software segitségével tortént.
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4.3.6. Gel-overlay assay PKCa-kotd fehérjék kimutatdsdara

Az izolélt, permeabilizélt kardiomiocitdkat SDS-mintapuferben féztiik, nitrocellul6z
membranra cseppentettiik. A membranok blokkoldsat kovetéen 2 6ran at inkubaltuk azokat
1%-o0s tej-TBS-ben 2pg/ml tisztitott, rekombindns PKCa (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
MO, USA) 10 uM forbol-mirisztil-acetat (PMA, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
és 5 mM Ca** jelenlétében. A kontroll membranokhoz nem adtunk tisztitott, rekombinans
PKCa-t. A membrénokat 3 alkalommal mostuk 5 mM Ca”**-mal kiegészitett TBS-ben, majd
PKCa ellenes elsddleges antitesttel inkubaltuk (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA,
higitds 1:20 000). A rPKCo-koté fehérjék kimutatdsdra ebben az esetben is peroxidiz

konjugalt masodlagos antitesteket €és ECL moddszert alkalmaztunk.

4.3.7. Rekombindns humdn PKCa in vitro kiotodésének vizsgdlata

rekombindns kardidlis Tnl-hez és troponin komplexhez

Rekombindns, tisztitott PKCoa-t (0,1 pg, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
inkubdltunk rekombinéns, tisztitott Tnl (0.1 pg/ml Tnl) és rekonstrudlt troponin komplex (0.3
pg/ml, 1:1:1 sztochiometriai ardnyban Tnl:TnC:TnT) molekuldkkal Ca® jelenlétében (5 mM)
és hidnyban szobahOmérsékleten 2 6rdn at. A Tnl és a Tn complex immunprecipitdcidjdhoz a
homogenizdtumokat 30 ul protein A sepharose CL-4B gyanta (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA) jelenlétében szobahdmérsékleten 60 percig 1 ug anti-Tnl antitesttel
(Research Diagnostics Laboratories Inc., Louisville, TN, USA) vagy kontrollként ugyanilyen
mennyiségli egér IgG-vel (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA) inkubdltuk. A
gyantdhoz kotott komplexeket 5 alkalommal mostuk immunprecipiticidos pufferrel
(centrifugélds: 1800 rpm, 1 perc), az inkubdldsnak megfeleld kalcium jelenlétében. Ezt
kovetden az immunkomplexeket tartalmazé iiledékeket 10 percig foztiik SDS-mintapufferrel
(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA), majd a mintdk egyik felébol a Tnl fehérjék
mennyiségét hatdroztuk meg, masik felébdl az immunprecipiticié hatékonysagat ellendriztiik.
A fehérjék kimutatasira ebben az esetben is peroxiddz konjugdlt streptavidint és ECL

modszert alkalmaztunk.
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4.3.8. Mechanikai mérések izoldlt szivizomsejteken

Az izolélt, permeabilizilt kardiomiocitdkat szilikon ragasztéval (Dow Corning,
Midland, USA) egy érzékeny eroméréhoz (SensoNor, Horten, Norway) és egy

piezoelektromos motorhoz (Aurora Scientific Inc., Aurora, Canada) rogzitettiik (2., 3. dbra).

2. abra. Az izolalt szivizomsejtek rogzitése az eroméré rendszerhez

Az izoldlt szivizomsejt egyik végét olyan rovartithoz ragasztottuk, mely egy érzékeny eroméro
toldaléka (jobb oldal), mdsik végét ugyanilyen modszerrel egy piezoelektromos motorhoz (bal
oldal) rogzitettiik. A titk mozgdsdt elektromotoros mikromanipuldtorokkal illetve a motor
szdmitogépes vezérlésével valdsitottuk meg. A szivizomsejtet Ovezo oldatok cseréjét a
targyasztal oldalirdnyi mozgatdsa révén értiik el, melynek sordn a prepardtumot az egyik kis
volumenii oldatcseppbdl (kb. 55 ul) a mdsikba vittiik dt. A mérokdd folyamatos hiitésével
biztositottuk a mérésekhez sziikséges homérsékletet.
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3. abra. Izolalt és membranrendszereitél megfosztott szivizomsejt

A vizsgdlni kivdnt izoldlt kardiomiocitdt invertdlo mikroszkop tdrgyasztaldn szilikon
ragasztoval a két vékony rozsdamentes acéltithdoz ragasztottuk. Az dtlagos szarkomerhosszt
relaxdlo oldatban 2,2 um-re dllitottuk.

A szivizomsejtek a tritonos (detergenses) kezelést kovetden elvesztik
membranrendszeriiket és természetesen fizoldgiai tulajdonsdgaik jelentds részét is. Ennek
ellenére ezen prepardtumok jol mérhetd kontraktilis tulajdonsdgokkal rendelkeznek és igy a
szivizomkontrakcié miofibrillaris szintjén j6 modellnek tekinthetdek. Hangsilyozzuk, hogy
ebben a tekintetben a membranfosztott jelleg sziikséges a kisérletek elvégzéséhez, hiszen a
miofibrillaris kalcium-kivéltott kontrakcié mérése soran a kalcium penetranciijat, a steady
state kalcium koncentricié bedlldsit biztositani kell. Osszefoglalva tehat a preparitum a
mifibrillaris kontraktilitdis mérésére alkalmas, erre elfogadott rendszer, azonban az adatok
értékelése soran figyelembe kell venni, hogy a fizioldgids kontrakciéban a membranokon
keresztiili kalcium dramlds alapveto.

A sejtek membranrendszerének eltavolitisit egyébként a Kkontraktilitds mérés
technikdja is sziikségessé teszi, amennyiben a membranrendszerrel rendelkezd sejtek az
erdméré rendszeren nem rogzithetéek. A rOgzités ugyanis két rovartl kozott
akvariumragasztoval torténik. A ragsztds sordn pedig a sejtek nemcsak elveszitik membran
integritdsukat, hanem rosszul tapadva a rovartlikh6z nagyobb 6sszehtizdddsok esetén onnan le
is vélnak.

A mérésekhez sziikséges relaxdld és aktivdlo oldatok Osszetételét szamitogépes
program (Fabiato és Fabiato, 1979) szerint hataroztuk meg. A kiindulasi relaxalé és aktivalo
oldatok Ca2+—k0ncentréci(’)ja pCa (Ca®*-koncentricié 10-es alapd negativ logaritmusa) 10 és

pCa 4,75 volt. A pCa 4,75 értéknél kisebb Ca’*-koncentrdciéji aktivdlé oldatokat ezen

31



kiinduldsi oldatok elegyitésével éllitottuk eld. A szivizomsejtek Ca**-kontraktirdit izometrids
koriilmények kozott 15°C-on mértiik. A sejtek aktivdldsa eldtt a sarcomerek dtlagos hosszit a
mikroszképhoz kapcsolt szdmitégépes videojel feldolgozé rendszer segitségével 2,2 pm-re
allitottuk be. A mérések sordn a szivizomsejt relaxdlé oldatbdl aktivadlé oldatba torténd
atvitelét a kontraktilis er6 fokozédasa kovette (4. dbra). A maximalis Ca®* aktivélt erd
kifejlédése utdn egy tgynevezett ,release-restretch” mandvert végeztiink, melynek sordn a
sejtet eredeti hosszdnak 20%-dval megroviditettilk, majd ezt kovetden visszadllitottuk a
kiindulasi hosszat. Ezt a mérérendszer az eldzetesen bedllitott protokoll szerint az
elektromdgneses motorhoz rogzitett rovarti mozgatdsdval hajtotta végre. Az igen
nagysebességii, 20 ms alatt kivitelezett, hossz-valtoztatas sordn a kialakult aktin-miozin
keresztkotések dontd tobbsége felszakadt, majd azok udjbdl felépiiltek. Ezt az eseményt a
regisztraitumon a kontraktilis er6 megsziinése, majd annak gyors regeneracidja kisérte. Az erd
regeneracidjanak iiteme elsOsorban az aktin-miozin ciklus sebességétol fiiggott, melyet a ki,
paraméterrel jellemeztiink. A k. paramétert az erd gorbék ,,release-restretch” mandvert kdvetd
részének illesztésével lehetett becsiilni. Az izometrids csucserdt, mely az aktiv (F,) és passziv
(Fpassziv) komponensek Osszege, a gyors rovidiiléssel parhuzamos hirtelen er6csokkenésbol
hatdroztuk meg. Ezt kdvetden a relaxdld oldatban kivitelezett, Iényegesen hosszabb ideig tartd

,release-restretch” mandver révén a sejt passziv er0komponensét mértiik (4. dbra).
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4. abra. Kontraktilis paraméterek mérése egyetlen szivizomsejten

A fenti reprezentativ kisérlet sordn a Ca’*-kontraktiirdkat a szivizomsejt relaxdld oldatbol
(pCa 10) magas Ca**-tartalmii aktivdlé oldatba (pCa 4,75) térténd drvitelével idéztiik eld. Az
aktivdcio alatti gyors hosszvdltozdst (, release-restretch” mandver) a kontraktilis erd
megszinése, majd gyors regenerdcioja kisérte. A relaxdlo oldatban végrehajtott
hosszvdltoztatds révén a sejt passziv feszitettségét itéltiik meg.

Az izometrids erOmérés soran a kialakult maximalis fesziilést mind analég mddon,
mind digitdlis jelek formdjiaban egyedi fejlesztésti komputer program segitségével
regisztraltuk. Az ASCII formatumi mérési eredményeket egyesével olvastuk be az Origin
grafikus program erre a célra definidlt adatfeldolgozé rutinjaba. A beolvasott adatokat
grafikusan megjelenitettiik. A kontraktira amplitudéjat kiilonboz6, egyre csokkené Ca**-
koncentraciéji (pCa 4,75 - pCa 7,0) aktival6 oldatokban hataroztuk meg. Ezek segitségével
szerkesztettik meg a sejtre jellemzé Ca’*-érzékenységi gorbét. A félmaximalis erét
eredményezd Ca**-koncentricié, az ugynevezett pCasy érték, a Ca2+—érzékenységet

onmagdaban jellemz6 szamadat (5. dbra).
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5. abra. Az izometrias eré Ca’*-érzékenységének mérése egyetlen szivizomsejten

Az aktivdciok sordn kialakuld aktiv erét a Ca’*-koncentrdcié (pCa) fiiggvényében dbrdzolva

. . .. 2+ . ;. .. Jz) . T ”
minden egyes sejtnek megszerkesztettiik a Ca™" -érzékenységi gorbéjét. A félmaximdlis erd
létrejottéhez sziikséges Ca**-koncentrdcié (pCasp) a sejt Ca2+—érzékenységét kozvetleniil
jellemzo adat.

4.3.9. PKC aktivdlo és gatlo agensek hatdasdnak tanulmdnyozdsa mechanikai

mérorendszeren

A kiilonboz6 kontraktilis paramétereket kontroll koriilmények kozott, PKC aktivalo és
gatlé szerek alkalmazasa elott, és ezek alkalmazasit kovetéen is meghatiroztuk.
Kisérleteinkben PKC aktivald szerként kalciumot, PMA-t (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
MO, USA), gatloszerként GF 109207X-t (LC Laboratories, Woburn, MA, USA; nem
szelektiv PKC inhibitor) és G6 6976-t (Calbiochem, Gibbstown, NJ, USA; szelektiv Ca-
dependens PKCa és BI inhibitor) haszndltunk. Az inkubdcidés id6é 10 perc volt. Tovabbi
kisérleteinkben ezen szerek alkalmazdsdval tanulmédnyoztuk a kontraktilis valtozdsokat (Ca™*-
érzékenység, aktin-miozin ciklus sebessége). Ehhez kontroll koriilmények kozott felvett Ca**-
erd Osszefiiggés meghatarozasat kovetden, 10 uM PMA és 10 uM GF 109207X illetve 10 uM
GO 6976 koncentraciok mellett inkubdltuk a prepardtumokat. Majd ismételt Ca’-erd

Osszefiiggés felvételét kovetden ezek hatdsat egy madsodik Ca**-er6 Osszefiiggés
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regisztralasaval vizsgaltuk. Sajnos, ezen anyagokkal (GF 109207X illetve GO 6976)
szivizomsejtek vonatkozdsdban (kiilonosen membranrendszeriiktél megfosztott sejtek
esetében) semmilyen tapasztalat sem 4ll rendelkezésre. Ennek megefeleléen az alkalmazott
dézisok kivélasztdsdndl célunk az érintett enzimrendszerek nagy valdszintiséggel torténd
gétlasa volt. Ilyen koriilmények kozott az alkalmazott PKC gitld kezelések esetében a PKC
gitldsa valdsziniileg teljes volt, azonban tovdbbi enzimek (pl. miozin konnytildnc kindz)
gitldsa sem kizarhat6. A rendszerbe az endogén PKC molekuldkat a feliiliszé (citoszol)

visszaadasaval biztositottuk.

4.4. Statisztikai modszerek

A nyert adatokat Microsoft Excel program segitségével tabldzatos formdban
rendeztiik. Az &dbrdkat és az illesztéseket részben az Origin (MicroCal Software Inc.,
Piscataway, NJ, USA), részben a Graph Pad program segitségével készitettik el. A
disszertdcibban bemutatott adatokat atlag + SEM formdban tiintettik fel. Az egyes
kisérletekhez tartozé elemszdmot a megfeleld abrak alatt tiintettiik fel. Az atlagok kozotti
kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a Student-féle z-proba (ugyanazon sejten
végzett kisérletek esetében paros, egyéb esetekben paratlan prébat hasznilva) eredményeként
a kapott p érték kisebb volt 0,05-nél.

A Western immunoblot sordn az egyes mintdk fehérjemennyiségét -ellenérzésképpen -
Ponceau-vords festés utdn denzitometrids analizissel hasonlitottuk Ossze. Az eredményeket 4-
10 fiiggetlen kisérlet elvégezése alapjan kvantitiltuk. Az értékeket atlag £ S.E.M. forméban
fejeztiik ki. A kiilonbségeket a Student-féle r-préba segitségével P<0,05-es szignifikancia

szint mellett tekintettiik szignifikansnak.
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5. Eredmények

5.1. Oxidativ karosodasok kimutatasa szivelégtelenségben

5.1.1. Fehérje oxiddcio

Az in vivo fehérje oxidacié kovetésére az egyik széles korben alkalmazott, konnyen
mérhetd tulajdonsdg az aminosavak karbonildcidéjdnak kimutatdsa. Az aminosavak koziil az
arginin, lizin, prolin, aszparagin és glutamin oxidativ mddosuldsa eredményezi a reaktiv
karbonil szdrmazékok kialakuldsit, amit dihidrofenilhidrazonnal (DNPH) lehet kimutatni.
Meéréseink alapjan a kardidlis fehérjék oldalldncainak karbonildltsdga szivelégtelenségben
118.3+22.3 OD (n=8), mig a donorokban 38.7+12.1 OD (n=5) volt (6. dbra). Ezen adatok

fokozott oxidativ stressz jelenlétére utaltak szivelégtelenségben.
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6. abra karbonilalt fehérjék kimutatasa

Az SDS-poliakrilamid gélen elvdlasztott jelolt karbonildlt fehérjéket immunoblottal mutattuk
ki. A bal oldali képen az immunoblot analizist, mig a grafikonon annak értékelését ldathatjuk
(donor, n = 5; failing, n = 8; P = 0.02). Az értékelés sordn a csikok optikai denzitdsdt a
hdttérre korrigdlt értékként fejeztiik ki.

5.1.2. Fehérje nitralodds

Az oxidativ stressz igen gyakran egyiitt jelentkezik nitrogén tartalmui szabadgyokok
képzddésével is. JOl ismert, hogy ezen esetekben szuperoxid anionbdl €s nitrogén monoxidbdl
peroxinitrit képzddik, mely molekula képes a fehérjék (pl. alfa-aktinin) tirozin oldallancainak
nitrdldsdra (Borbely és munkatarsai, 2005). Szivelégtelen betegekbdl és a donorokbdl

szarmaz6 mintdinkban a nitrdlt fehérjék tekintetében nem talaltunk kiilonbséget. Ugyanakkor
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az in vitro peroxinitrit kezelés hatdsara szimos fehérjében is erbteljes nitrotirozin képzodést

detektaltunk, ami a kisérletes rendszeriink érzékenységét igazolta (7. dbra).
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7. abra Nitrotirozin oldallancok kimutatasa

A tirozin oldalldncok nitrdltsdgdra érzékeny immunoblot analizis eredményei ldthatoak az
dbrdn. Bal oldalon a kezeletlen, mig jobb oldalon peroxinitrit (5 perc, 500 uM) kezelt mintdk
ldthatoak.

5.2. Az oxidativ hatasok kévetkezményeinek vizsgalata

5.2.1. Poli(ADP-riboz)-polimeradz aktivdcio

Az oxidativ stressz kovetkeztében kialakulé DNS-lanctorések a legtobb sejttipusban
aktivaljdk a poli(ADP-rib6z)-polimerdz (PARP) enzimet. Az aktivicié kovetkeztében
fokozdédik az ADP-ribozildcié mértéke. Az oxidativ hatdsokkal 6sszhangban poli(ADP-
ribozilalt) fehérjék mennyiségében mintegy 2,3-szeres ndvekedés volt megfigyelhetd (8. dbra)
a szivelégtelen betegek mintdiban (49,0 £ 16,2, n=8) a donor mintdkkal dsszevetésben (21,4 +

8,8, n=5, P=0,005).
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8. abra Poli(ADP-ribéz)polimeraz aktivacio

A poli(ADP-ribozildlt) fehérjéket immunoblottal mutattuk ki. A bal oldalon az el6hivott blotok
ldthatoak, mig a jobb oldali grafikonon az egyedi kisérletek eredményeinek értékelése Ildthato.

megoszldsa egyértelmilen a sejtmagra lokalizdlédott a szivelégtelen betegek és a donorok
szOovetmintdinak metszetein. A PAR-pozitiv sejtmagok ardnya 20,8% =+ 7,1% volt a kontroll

csoportban, szemben a szivelégtelen csoportban, ahol ez 64,0% + 2,2% volt. A novekedés

Az immunfestési mintdzat alapjin a poli(ADP-ribozilalt) fehérjék sejten beliili

3,1-szeresnek adddott (9. dbra).
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9. abra A poli-ADP-ribozilalt fehérjék szubcellularis lokalizaciéja

A poli-ADP-ribozildlt fehérjéket immunhisztokémidval mutattuk ki. Az dbra bal oldaldn egy
reprezentativ kép (barna szinnel ldthatéak a pozitiv sejtmagok, mig a nem festodo sejtmagok
lildk), a grafikonon az dtlagolt értékek ldthatoak.

5.2.2. AIF lokalizdcio

Irodalmi adatok alapjan kardiomiocitdkban és érfali sejtekben a PARP
aktivalodasdnak egyik kovetkezménye az apoptdzis-indukalo faktor (AIF) mitokondriumbdl
sejtmagba torténd transzlokdcidja. Kisérleteink szerint azonban AIF kidramlds a
mitokondriumb6l sem donor, sem szivelégtelen szivizomzatban nem volt megfigyelhetd

immunhisztokémiai médszerrel (10. abra).
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10. abra AIF transzlokacio vizsgalata

Az AIF-et immunhisztokémiai modszerrel mutattuk ki. A diffiiznak tiiné barna festodés mutatja
az AIF lokalizdciojdt a mitokondriumban a lila sejtmagokhoz képest.

5.2.3. PARP expresszio

A PARP-1 enzim éltal katalizalt fokozott poli-ADP-ribozilacié megvalésulhat az
enzim katalitikus aktivitdsdnak sokszorozddasa, vagy expresszidjanak fokozddéasa révén.

A PARP-1 aktivitist a PARP-1 izoenzimet specifikusan felismeré ellenanyaggal,
immunoblot kisérletekkel mutattuk ki teljes sejthomogenatumokon. Az immunoblot nem
mutatott szignifikdns expresszionovekedést a szivelégtelen betegek mintdiban (11. dbra). Az
aktiv PARP-1 ardnya a donorokban 13,1 £ 6.7 (n=5), mig szivelégtelenségben 19,9 + 3,1
(n=7) volt, P=0,33. Ezen tdlmenden azonban, az irodalmi adatokkal megegyezOen mi is
nagymértékiit PARP-1 degradéciot detektaltunk mind a donor, mind a szivelégtelen szivekben

(11. abra).
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11. abra PARP-1 expresszio

A PARP-[-et immunoblot technika segitségével mutattuk ki. Feliil egy reprezentativ blot, mig
alul az egyedi kisérletekbol szdrmazo dtlagolt értékek ldthatoak. Az immunoblot nem mutatott
szignifikdns expresszionovekedést a szivelégtelen betegek mintdiban.

5.2.4. Kaszpdz-9 aktivdcio

Mintdinkban az inicidtor kaszpdz-9 aktivitdsidt vizsgdltuk. Immunoblot jelolést
végeztiink egy olyan anti-kaszpaz-9 ellenanyaggal, ami a fehérje proformadjat, és a proteolizis
soran keletkezé aktiv kaszpdz-9-t egyarant felismeri (12. &dbra). Az aktiv kaszpdz-9
tekintetében nem volt kiillonbség a két csoportban. A kontroll donor mintdkhoz képest a
szivelégtelen betegekbdl szarmazé mintdkban haromszorosara nott a proforma mennyisége.
Az inaktiv, prokaszpdz ardnya szivelégtelenségben 12,3 + 2,2 (n=8), mig a donorokban 3,7 +
0,6 (n=5) volt. Elmondhatjuk, hogy az oxidativ stressz az apoptdzis kaszpiz fiiggd

mitokondrialis utvonalat nem aktivalta.
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12. abra Kaszpaz-9 aktivacio

A szivmintdkban a kaszpdz-9-et immunoblot technikdval mutattuk ki. Feliil egy reprezentetiv
blot, alul az dtlagolt adatok ldthatok. A kontroll donor mintdkhoz képest a szivelégtelen
betegekbdl szdarmazo mintdkban hdromszorosdra nott az inaktiv proforma mennyisége.

5.3. Protein kinaz C szerepe a human miokardialis kontraktilitasban

5.3.1. Endogén PKC adltal kifejtett hatis a humdn kamrai szivizom sejtek

kalcium aktivdlta kontraktilis erejére

A permealizdlt human kamrai szivizomsejteket félmaximalis kontrakciét kivalté Ca®*
koncentracié mellett (pCa 5,8; a kifejlodé aktiv erd a maximum 62+1%-a) inkubdltuk 2
percig. Ez a kezelés a maximadlis Ca® aktivalt kontrakciés eré 37+5%-os csokkenését
eredményezte (n=6 kisérlet, 13B. és 14. dbrdk). Ezzel szemben, a citosz6l jelenlétében
hasonlé médon kezelt sejtek (kontrakcids eré az inkubécid alatt: a maximum 56+8%-a) az
erdcsokkenéstol teljes mértékben védettek voltak (2+3%-o0s erd novekedés a kezelés végére,

n=5, 13C és 14. &dbrdk). A citoszol jelenlétében a szivizomsejtek rekonstrukcidjanak
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paramétereit részletesen nem értékeltitkk. Kisérleteinkben megelégedtiink azzal, hogy a
funkciondlis mérések sordn az dltalunk alkalmazott rekonstrukcids eljarassal a szivizom
prepardtum mechanikai tulajdonsdgai a fiziologids jelleghez véltak hasonlévd. A
tovdbbiakban csupdn ezen modellrendszer elemeit tanulmdnyoztuk, a Kkontraktilis
tulajdonsdgok megdrzésének mechanizmusait vizsgdlva. A mechanikai valtozdsokkal
parhuzamosan a sejtek szerkezetében (hardntcsikolat) bekdvetkezd valtozasokat is rogzitettiik.
Mint az a 13. dbra képein lathatd, a fénymikroszképos hardntcsikolat mindkét kezelést
kovetden jelentdsen elmosddott. A tovabbiakban a citoszolikus fehérjék hozzajarulasat
vizsgéltuk. Az éltaldnos PKC aktivdlészer PMA (10 perces kezelés) nem volt hatdssal sem a
kontraktilis erére, sem a citosz6l medialt védelemre (15. dbra). PKC inhibitorok jelenlétében
elvégezve a kisérleteket azt tapasztaltuk, hogy a citosz6l medialt protekcié mintegy
harmadaval csokkent (16. abra). Mindemellett a GF 109203X nem mutatott hatast a 10 perces

Ca’* kontraktira hidnyaban (a maximalis er6 2+3%-o0s novekedése, n=5, lasd 1. tablazat).
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13. abra Citoszol kezelés hatasa a kontraktilis erdre

A vizsgdlni kivdnt izoldlt kardiomiocitdt invertdlé mikrészkop tdrgyasztaldn szilikon
ragasztoval a két vékony rozsdamentes acéltithéz ragasztottuk (A panel). Az dtlagos

szarkomerhosszt relaxdlo oldatban 2,2 um-re dllitottk. A mechanikai tulajdonsdgokat

ugyanazon a sejten Ca’* kezelés elétt, kizben és utdn mértiik a citoszdl frakcié hidnydban (B
panel,) illetve jelenlétében (C panel).
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14. abra Citoszdl kezelés hatasa a kontraktilis erére: pCa-eré osszefiiggés

Az dbra bal oldaldn Ca** jelenlétében (n=6), mig a jobb oldaldn Cd** és citoszdl (n=>5)
jelenlétében mért reltiv Ca-erd értékeket tiintettiik fol. (¥*p<0,05 vs. kontroll) A reperfiiziot
kovetd kdlcium anyagcsere vdltozdst permeabilizdlt humdn kamrai szivizomsejteken
modellezve-a sejteket 2 percig inkubdltuk félmaximdlis kontrakciot kivdlté Ca®* koncentrdcié
mellett-ldthato a kontrakcios erd kozel 40%-os csokkenése. Ezzel szemben, a citoszol
Jjelenlétében hasonlo modon kezelt sejtek az erécsokkenéstdl teljes mértékben védettek voltak.
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15. abra PKC szerepe a kontraktilis er6 szabalyozasaban: aktivdcio

Az el6z6 dbrdndl leirtakhoz hasonld kisérletes koriilmények kozott mért szubmaximdlis erd
értekeket normalizdltuk a maximdlis erdértékekre. Az dbra bal oldaldn a PKC aktivdtor PMA
hatdsa ldthato citoszol jelenlétében és Ca** hidnydban (n=5, citoszol+PMA), a jobb oldaldn
pedig (n=10, citoszél+PMA+ Ca **) Ca ** jelenlétében. (*p<0,05 vs. Kontroll). Az dltaldnos
PKC aktivdldszer PMA sem Ca** hidnydban, sem jelenlétében (10 perces kezelés) nem volt
hatdssal sem a kontraktilis erdre, sem a citoszol medidlt védelemre.
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16. abra PKC szerepe a kontraktilis eré szabalyozasaban: gdtlds

14. dbrdndl leirtakhoz hasonlo kisérletes koriilmények kozott mért szubmaximdlis erd
értekeket normalizdltuk a maximdlis eréértékekre. Az dbra bal oldaldn PKC inhibitor Go-
6976 (n=8) jobb oldaldn a PKC inhibitor GF109203X (n=6) hatdsa ldthato (*p<0,05 vs.
kontroll), azt tapasztaltuk, hogy a citoszol medidlt protekcio mintegy harmaddval csokkent.

5.3.2. Endogén PKC dltal kifejtett hatis a humdn kamrai szivizom sejtek

passziv fessziilésére

Az izoldlt szivizomsejtek kalcium fiiggetlen passziv erejét 2,2 pm szarkomerhosszon
vizsgéltuk. Ellentétben a Ca’* aktivalta maximalis aktiv erével a humén kardiomiocitakban a
passziv erd szignifikdnsan magasabb értéket vett fel 1 mM Ca-ot tartalmazé oldattal végzett
inkubécid hatdsara (F paesziv: 302246%, p<0,05, n=6, 6.€s 10. dbrak). A citoszol hozzaaddsa
szignifikdns mértékben antagonizalta ezt a hatast (F pue.iv: 14629 %, p<0,05, n=5, 13. és 17.
abrak). Ugyanakkor kisérleteinket PKC aktivator PMA és nem szelektiv PKC inhibitor GF
109203, valamint G6 6976 hozzdaddsdval megismételve sem Ca® jelenlétében, sem

hidnyaban nem tapasztaltunk tovabbi valtozast a passziv er6ben (17. dbra).
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17. abra. PKC szerepe a kontraktilis ero szabalyozasaban: statisztika

A maximdlis kontraktilis eré vdltozdsa: az aktiv fesziilés a bal oldali, a passziv fesziilés a jobb
oldali oszlopdiagrammon van feltiintetve. (¥*p<0,05 vs. kontroll), (# p<0,05 vs. kalcium-
kezelés). Bal oldali oszlopdiagrammon ldthato, hogy a citoszol medidlta védelem koriilbeliil
40 %-os, ennek egy része, kb 1/3-a kithetd a PKC enzimekhez.

5.3.3. Endogén PKC dltal kifejtett hatds a humdn kamrai szivizom sejtek

kalcium érzékenységére

A kontraktilis rendszer kalcium érzékenysége (pCaso) és a Ca’*-erd Osszefiiggés
meredekségére jellemzd paraméter (nHill) nem véltozott szignifikdnsan sem a PKC aktiviciot
(PMA) sem az inaktivaciét (GF 109203 és GO 6976) kivalté kezeléseket kovetden (2.
tablazat).
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Kezelds n Aktiv erd Aktiv erd Passziv erd Passziv erd npCas0 Hill
(kN/mm?) (relativ) (kN/mm2) (relativ)
kezelés el6tt | kezelés utan | kezelés el6tt kezelés utan kezelés kezelés kezelés kezelés
elétt utén elétt utan
+Ca?* [ 24.17+3.79 63£5* 1.89£0.20 302+46* 5.92:0.04 5.97+0.03 2.06+0.12 1.94+0.34
Citoszol + 5 19.80£2.84 10243 1.61£0.24 146+9* 5.89+0.02 | 5.97+0.02* | 2.03#0.21 2.10£0.10
Ca_7+
Citoszol + 5 21.0224.20 9821 2.05x0.51 115211 £.00x0.03 8.05:0.01 2082018 2.580.20
PMA
Citoszol + 5 25.96+4.72 102+3 1.5620.41 92+6 5.96+0.06 | 6.03+0.04* 1.6520.16 | 2.14%0.16*
GF
Citoszol + 10 21.67+3.04 9841 2.07x0.24 176+20* 5.90£0.04 | 6.04£0.05* | 2.10£0.28 2.09£0.19
PMA +
Ca’;+
Citoszol + 8 28.87+2.90 91£2* 2.57x0.57 165+19* 5.94£0.03 | 6.04£0.03* 1.82+0.20 1.97+0.13
Ca® +
Gs
Citoszol + 6 22.48+3.24 85£5* 2.58+0.23 147+11* 5.92+0.03 | 6.01£0.05* 1.84+0.12 2.08+0.29
PMA +
Ca?* +
GF

2. tablazat. A kontraktilis paraméterek értékei

A kisérletek sordn meghatdrozott kontraktilitds értékek ldthatok a tabldzatban. Az aktiv erd a
Ca** hozzdaddsdt kévetd kontraktilis erd fokozoddst, a passziv erd a prepardtum fesziilését, a
pCas0 a félmaximdlis kontraktilis erd novekedéshez sziikséges Ca’* koncentrdcidt, mig a Hill
érték az adatok illesztése sordn kapott szigmoiddlis gorbe meredekségét (a Ca** kotohelyek
kozotti kooperativitdst) jellemzi. Némely esetben az abszoliit egység vdltozdsdt (a kezelés
elotti érték szdzalékaban) tiintettiik fel. Az értékeket dtlag+SEM értékben fejeztiik ki.

5.4. PKC izoenzimek expresszioja human szivizomsejtekben

Harom PKC izoforma expresszids szintjét (a, & és €) vizsgdltuk humén szivizom-
homogenizdtumokban immunoblot médszerrel, specifikus antitesteket alkalmazva.

Az elvégzett kisérletek igazoltdk, hogy a humén szivizomban legnagyobb
mennyiségben eléfordulé izoforma, a PKC a expresszids szintje kozel hiszszor nagyobb,
mint a vizsgalt masik két izoformaé, a PKC deltaé és epsziloné (189 £31, 7£3, 72 ng/mg, az

emlités sorrendjében).

5.5. Human miokardialis fehérjék in vitro foszforilacioja PKC-vel

Kovetkezd 1épésben meghataroztuk rekombindns PKC felhaszndldsaval a humadn
szivizom kontraktilis fehérjéinek foszforilalhatosagat és autoradiografidval azonositottuk a
szubsztratok molekulaméreteit. A kisérlet sordn feleslegben adtuk a preparitumokhoz az
exogén rekombindns PKC izoenzimeket, igy az endogén PKC-k aktivitdsa elhanyagolhatd

volt. Erre bizonyiték az is, hogy az exogén PKC hozzdaddsa nélkiil a foszforilacids

48



reakcidoban ugyanilyen koriilmények kozott nem tudtunk foszfiat beépiilést detektilni. Az
izoenzimek kozotti kiilonbségek nemcsak az aktivdlé kofaktorok irdnti igényben, szoveti
expressziéban, lokalizdciban mutatkoznak meg, hanem az eltérd szubsztratokban is. A Ca*'-
dependens PKCa és y kozel azonos aktivitast (4,3 £ 0,9 és 4,4 + 2,1 pmol/min) és szubsztrat
specificitast mutatott, mig a Ca-fiiggetlen izoformak meglehetdsen egyedi mintdzattal birtak.
A PKC39 izoenzimnek volt a legnagyobb kindz aktivitasa (6,6 + 3,3 pmol/min), és szelektiven
foszforildlt egy 26 kDa molekulatomegli fehérjét. Mig a PKCe aktivitdsa adddott a
legalacsonyabbnak (1,6 + 0,3 pmol/min), és ez a kindz egy 60 kDa molekulatomegii fehérjét
foszforilalt specifikusan. A PKCn 4ltal foszforildlt két fehérje molekulamérete is eltérd, >200

kDa és 48 kDa volt (18. abra).
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18. abra Miokardialis fehérjék in vitro foszforilacigja kiilonbozé PKC izoformakkal és
PKA-val

Az oszlopdiagrammon a foszfdt beépiilés (aktivitds), mig az autoradiogrammon az SDS
gélelektroforézissel elvdlasztott foszforildlt fehérjék (fekete csikok) ldthatoak.

5.6. PKCa intracellularis target fehérjéinek kimutatasa

Kisérleteinket endogén PKCa, PI, & és & izoformdk citosz6lbdl a kontraktilis
fehérjékhez torténd transzlokacidjanak vizsgalataval folytattuk. Kontroll korillmények kozott,
Ca®* hidnydban az izoenzimeket tilnyomorészt a citoszélban lehetett kimutatni, csak csekély
mértékl asszociacié volt megfigyelhetd a PKC izoenzimek és a kontraktilis fehérje rendszer
kozott (19A abra). Cat jelenlétében a PKCa kotddése a kontraktilis rendszerhez szelektiven

nott (19A abra). A széles korben haszndlt diacil glicerol anal6g PMA-nak egymagdban nem
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volt megfigyelhetd szignifikdns hatdsa a PKC izoenzimek és a kontraktilis apparatus kozti
interakciéra. Ca®* és PMA egyiittes jelenlétében PKCa és € szignifikdns transzlokdcidja volt
megfigyelhetd. Eredményeink egyértelmiien azt sugalljdk, hogy dontéen a Ca’*-nak van
szerepe a PKCa transzlokicidjanak szabdlyozdsdban. A PKCa transzlokicié Ca-fiiggésének
vizsgalatakor a félmaximalis aktivacidhoz sziikséges Ca’" koncentraci6 (ECsp) EC50=645 nM-

nak adédott (19B abra).

&
N
A s B
*
« < .
& PN g
é§ S QS Qg ég
> § & Y S
Q§ © N N N
PKCa
4 o —

PKCB1 L & nw '
PMA (uM) 0 10 10 10 10 10 10 10
PKCG -. - “ - ca?! 0 0 1nM  60nM O0,6uM 2pM  3mM  10mM
D e o

PKCe S8 Su s o o

- 70+ *
70 = Kontroll *
60 ca?* 60
501 e 501 .
Ca“ +PMA

N
o
i
N
o
i

w
o
1
W
o
1

N
(=]
i
N
(=}
1

~
2

-
e 2

1019 10 10¢ 107 10 10 10 10-* 10-2
Szabad Ca®* (M)

PKCa kotédés (optikai denzitas, AU)

alpha beta1 delta  epsilon

PKCa kotodés (optikai denzitas, AU)

19. dbra PKC izoenzimek Ca®* fiiggé transzlokaciéja human szivizomsejtek citoszoljabol
a kontraktilis rendszerhez

Az A panelen ldthato sdvok alapjdn a membrdnrendszeriiktol megfosztott miocitdk kontraktilis
rendszeréhez kotodd PKC izoenzimek mennyisége itélheto meg. A Ca**-mentes kozegben
inkubdlt kontroll minta esetén halvdny jelolédést latunk. Ca** hozzdaddsdra a PKC a-nak
megfeleld sdv intenzivitdsdnak mértéke fokozodik. A B panel felsé részén ldthato, hogy a
PKCa kontraktilis rendszerhez valé asszocidcidjdnak jelentés Ca’*-fiiggése van. A 80 kDa
molekulatomegii fehériének megfelelé sdv intenzitdsa fokozédik a Ca’* koncentrdcié
novelésével.
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5.7. Ca**-fliggd cTnl és PKCa kélcsénhatds (k6t6dés)

PKCa és lehetséges horgonyzd fehérjéit overlay assay-vel vizsgéltuk
membranrendszeriiktol megfosztott human szivizomsejteken. A miofibrillaris rendszer 6t
fehérjéjét azonositottuk lehetséges PKCa koto fehérjének. Ezek koziil az egyik motilitdsa a ~
27 kDa tomegii Tnl motilitdsdval egyezett meg (20A dbra). In vitro fehérjekotéses analizissel
megallapitottuk, hogy a tisztitott, rekombindns Tnl és PKCa molekuldk kozott Ca-dependens
kolcsonhatés van (20B és 20C dbra). Ugyanakkor ezt a hatast nem befolydsolta az a tény, ha a

Tnl molekula Tn-komplexben (Tnl: TnT:TnC ardnya 1:1:1) szerepelt (20B abra).
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20. abra Huméan kardialis Tn I, mint PKCa koté protein

A  PKCa és potencidlis horgonyzo  fehérjéit  overlay  assay-vel vizsgdltuk
membrdnrendszeriiktol megfosztott humdn szivizomsejteken. A miofibrilldris rendszer egyik
PKCo koto fehérjéje a ~ 27 kDa tomegii Tnl-vel mozgott egyiitt (A panel).
Immunprecipitdcioval kimutattuk, hogy a tisztitott, rekombindns Tnl és PKCa molekuldk
kozott Ca-fiiggo kolcsonhatds van (B és C panel). Ugyanakkor ezt a hatdst nem befolydsolta
az a tény, ha a Tnl molekula Tn-komplexben (Tnl:TnT:TnC ardnya 1:1:1) szerepelt (B panel).
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5.8. PKCa és cTnl egyiittes elé6fordulasanak (kolokalizacio)
kimutatasa human kamrai izomzatban

Habar a PKCa tobbsége a citoszélban expreszalodik, ami megegyezik az alacsony
kalcium koncentricidju, nyugvo dllapoti sejtekben megfigyelttel, a biokémiai
eredményeinkkel Osszhangban az immunfluoreszcens felvételeken megfigyelhetd PKCa és

c¢Tnl kolkalizacié is human kamrai szovet mintdkban (21. 4dbra).

cTnl PKCa Atfedés

21. dbra PKC alfa és cTnl egyiittes eléfordulasanak (kolokalizacio) kimutatasa human
kamrai izomzatban

A Tnl voros, a PKCo. zold fluoreszcencens festékkel jelolt antitesttel keriilt kimutatdsra, mig
az dtlapolt kép esetében, a kozds eldfordulds helyén sdrga szint kaptunk.
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6. Megbeszélés

Egyre novekszik azoknak az experimentélis €s klinikai bizonyitékoknak a szdma,
melyek szerint az oxidativ stressz szerepet jatszik a szivmilikodés rendellenességei és a
szivelégtelenség kialakuldsdban. A fokozott lipidperoxidéciot jelzd plazma malondialdehid
(MDA) emelkedés kifejezett iszkémids €s nem-iszkémids dilatativ cardiomyopathiaban,
koncentraciéja korreldl a tiinetek stlyossdgaval, forditott ardanyban all az ejekcids frakcidval
és a terhelhetéséggel (Rochette és munkatirsai, 2008). Allatkisérletben a kontraktilitds
csokkenésével egyidejlileg megnovekedett malon-dialdehid szintet mértek, ami reaktiv
oxigéngyokok jelenlétére, lipid peroxidéaciora utal (Nakamura és munkatirsai, 2002).
Napjaink megfigyelése, hogy az oxidativ stressz markerének tartott F2-izoprosztin (8-epi-
PGF2) szintjének emelkedése a perikardidlis folyadékban ardnyos a szivelégtelenség
stlyossdgdval, direkt kapcsolat 4ll fenn koncentriciéjdnak nagysdga és a bal kamra
végdiasztolés és végszisztolés atmérdi kozott (Mallat és munkatarsai, 1998). Szamos
kisérletben bizonyitottak a szivizomsejteket ér6 oxidativ stressz kontraktilis funkciéra kifejtett
karos hatésat, és vizsgaltdk ennek szertedgazé molekuldris hatterét (Ide és munkatarsai, 2000).
A miokardidlis oxigéngyokok legfontosabb forrasai az ismétlodd iszkémia/reperfizios
periddusok, gyulladdsos citokinek, katekolamin auto-oxidacio, prosztaglandinok (Sorescu és
Griendling, 2002). A szervezet elégtelen antioxidans enzimrendszerei (szuperoxid dizmutéz,
kataldz és glutation peroxiddz) valamint a védelmi rendszer miikodéséhez sziikséges
vitaminok és dsvanyi anyagok hidnya (E vitamin, C-vitamin, cisztein) kovetkeztében
felszabadulnak a reaktiv szabadgyokok a szivizomsejtekben (Giordano, 2005).
Szivelégtelenségben szenvedd betegekben Osszefiiggést taldltak a szivelégtelenség klinikai
stdidiumai, az antioxiddnsok és oxiddnsok szintje kozott: A NYHA III stidiumban 1évo
betegekben szignifikdnsan alacsonyabb A vitamin, E vitamin és lutein szinteket, mig
magasabb malondialdehid értékeket mértek, mint a NYHA II dllapotban levd betegekben
(Polidori és munkatarsai, 2002). Szivelégtelenségben ROS forrds lehet a sejtben szdmos
specidlis enzim: a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfait (NAD(P)H) oxiddz, a xantin-
oxidaz, a cyclooxgendzok, a nitrogén-monoxid szintdz; a mitokondrialis elektrontranszport
lanc; gyulladdsos kornyezetben aktivélt neutrofil granulocitdk (Berry és Hare, 2004; Ferrari és
munkatérsai, 2004; Giordano, 2005; Li és Feldman, 2001; Sorescu és Griendling, 2002; Szabo
€s munkatdrsai, 2004a; Tyagi és Hayden, 2003). Méréseink alpjan humdan szivelégtelen

mintdkban szignifikdns oxidativ kdrosodds mutathaté ki, szemben a kontroll huméan donor
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mintakkal. Ez igazolja azt, hogy a mintavétel, a tarolds és a feldolgozas folyamata nem jart
jelentds oxidativ stresszel. A szivizomsejtek, az endokardium, a korondridk endothelje, a sziv
idegei mind kalciumfiiggd nitrogén-monoxid-szintdzt tartalmaznak. A nitrogén-monoxid
kulcsszerepet jatszik a keringési rendszer élettani szabdlyozdsdban, mint példdul a
vazodilaticidé, a trombocita- és fehérvérsejt-aktivicié gatldsa, a szivizom kontraktilis
funkcidjdnak szabdlyozdsa, az oxigénfogyasztis csokkentése, de antiapoptotikus és
gyulladdsgatlo hatdsai is ismertek (Massion és munkatérsai, 2003). A nitrogén-monoxid
kulcsfontossagu a kiilonféle sziv-, illetve keringési betegség karos kovetkezményei elleni
védelemben is. Mindaddig pozitiv, védd, szabdlyoz6 hatdsti medidtorként viselkedik, amig a
peroxinitrit-képzddés fokozddasa kovetkeztében nem ez utdbbi hatdsa keriil elotérbe (Pacher
€s munkatarsai, 2005; Szabo, 2003). Kordbbi vizsgilatok eredményei szerint kis emldsokben
a szivelégtelenség kialakuldsdban szerepet jatszik a nitrogén-monoxidbdl és szuperoxid
anionbdl fiziolégids koriilmények kozott is képzodd reaktiv nitrogén gyok, a peroxinitrit
megndvekedett termelddése. Szivelégtelenségben a fokozott NO képzddés hatterében az
indukélhat6 nitrogénmonoxid szintetdz (iNOS) enzim expresszids szintjének €s aktivitdsanak
novekedése all (Fukuchi és munkatarsai, 1998).

Allatkisérletes modellekben iNOS overexpresszié és a peroxinitrit megnovekedett
termel6dése valamint dilatativ kardiomiopatia, vezetési zavarok, hirtelen szivhaldl és nem
utolsé sorban a szivelégtelenség kozott szoros Osszefiiggést mutattak ki (Mungrue és
munkatéarsai, 2002). Patkdnyokon végzett kisérletek is megerdsitették, hogy a miokardidlis
iNOS aktivitds fokozodds hatdsara romlik a sziv pumpafunkcidja és karosodik a B-adrenerg
véalaszkészség (Gealekman és munkatdrsai, 2002). Humén szivelégtelenségben kimutattdk a
neuronalis (nNOS vagy NOS1) nitrogén-monoxid-szintdz fokozott aktivitasit is (Damy és
munkatarsai, 2004). Annak ellenére, hogy a peroxinitrit indukalt nitrotirozin oldallanc
képzodést allatokbdl szarmazo (Ferdinandy €s munkatirsai, 2000; Pacher és munkatarsai,
2003; Szabo és munkatarsai, 2002a) és human (Frustaci és munkatarsai, 2000; Hunt és
munkatarsai, 2002) szivizompreparatumokban is kimutattdk, eredményeink szerint
szivelégtelen betegekbdl és a donorokbdl szirmaz6 mintdinkban a nitralt fehérjék tekintetében
nincs kiilonbség.

A szivelégtelenség kialakuldsdban nagy jelentdséggel bir a PARP-1 aktivacidja.
Reaktiv nitrogén intermedierek és oxigén szarmazékok, illtve ezek hatdsara aktival6dé matrix
metalloprotindzok, valamint kaszpazok és az oxidativ karosoddsok okozta DNS lanc torések

legfontosabb hatdsa a poli(ADP-ribdz) polimerdz enzimek aktivéldsa (Virag és Szabo, 2002).
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Kordbbi vizsgilatok eredményei szerint (Pacher és munkatarsai, 2002a; Pacher és
munkatdrsai, 2002b; Pillai és munkatérsai, 2005; Szabo és munkatirsai, 2004a; Xiao és
munkatérsai, 2005) kis emlésokben a PARP enzim tilaktivaciéja megfigyelhetd tobbek
kozott iszkémia-reperfiizid, diabetes és kardiotoxikus szerek indukdlta szivelégtelenségben.
Széles korben vizsgilt a kaszpdzok szerepe, kronikus szivelégtelenség és az apoptdzis
vonatkozdsaban a megfigyelések azonban ellentmondasosak (Di Napoli és munkatarsai, 2003;
Hughes, 2003; Kumar és Jugdutt, 2003).

A matrix metalloproteinazok aktivacidja is imert kronikus szivelégtelenségben
(Ducharme és munkatarsai, 2000; Kwan €s munkatarsai, 2004). Mind a kaszpdzok, mind az
MMP-k képesek PARP-1 enzim hasitdsa révén annak inaktivadlasara szivelégtelenségben (Di
Napoli és munkatédrsai, 2003; Ducharme és munkatarsai, 2000; Hughes, 2003; Kumar és
Jugdutt, 2003; Kwan és munkatérsai, 2004). Eredményeink szerint megfigyelheté a PARP-1
aktivacio szivelégtelen betegek szivizom mintdiban, ami tovabbi példaval boviti azon human
betegségek sordt, melyekben PARP aktivacio kialakul. Megfigyeléseink megegyeznek Pillai,
DiNapoli é€s munkatarsai erdményével, mely szerint human szivelégtelenségben fokozott a
poli(ADP-ribozil)acié (Di Napoli és munkatdrsai, 2003; Pillai és munkatirsai, 2005).
Ugyanakkor mi nem tudtuk kimutatni szignifikins PARP-1 expresszionovekedést a
szivelégtelen betegek mintdiban, ami felveti, hogy a mintdinkban megfigyelt fokozott poli-
ADP-ribozildcié hétterében a PARP-1 katalitikus alegység aktivitdsdnak fokozdddsa 4ll. A
PARP-1 szabdlyozédsa els6sorban a DNS-torések vagy intracellularis kalcium koncentraci6
novekedés szintjén torténik (Jagtap és Szabo, 2005; Virag és Szabo, 2002).

Az apoptozis jelatviteli, majd végrehajté szakaszdban fontos szerepet jatszanak a
kaszpazok. Degradativ enzimsajatsdgaik miatt a kaszpazok prokaszpazok formajdban
taldlhatok — elsGsorban — a sejtek citoplazmdjaban (Hengartner, 2000). Az ,.érett” kaszpazok
heterotetramer szerkezetliek. A kaszpaz-8 és -9 a leggyakoribb tigynevezett inicidtor kaszpaz,
amely a jelatviteli dton elinditja a kaszkadot, mig a legfontosabb végrehajté kaszpaz a
kaszpaz-3. A kaszpazok igen sok szubsztrattal rendelkeznek, ezek részben struktirfehérjék,
részben olyan enzimek, amelyek aktivdldsuk utdn részt vesznek a sejt lebontdsdban
(Hengartner, 2000). A PARP az apoptozis kialakuldsa soran altaldban a kaszpaz-9 Altali
hasitds dldozatdva valik (Soldani és Scovassi, 2002). Eredményeink azt mutattik, hogy a
kaszpdz-9 overexpresszdlddott (prokaszpdz mennyisége ndtt) humdan szivizom sejtekben. A
kapcsolat a PARP-1 aktivacio és hasitds, a sejthaldl apoptotikus vagy nekrotikus formédja
kozott bonyolult, de valdsziniisithetd, hogy a PARP-1 tilzott aktivacidja a sejtek NAD" és

ATP raktérainak kiiiritése révén nekrdzist eredményez. Mig a PARP-1 hasitdsa, ami az enzim
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inaktivdl6ddsdhoz vezet, protektiv mechanizmusként utat enged az apoptézisnak, mivel
meg0rzi a sejtek NAD" és energia készletét az energiaigényes tovéabbi apoptotikus folyamatok
szamdra (Virag és Szabo, 2002).

Mindezek mellett figyelembe kell venni, hogy a vizsgélt humdn szivizom mintdink
kiilonbozd eredetiiek voltak. Befolydsolhatja az apoptdzis é€s a PARP-1 aktivacié kapcsolatat
a betegek NYHA stddiuma, gyogyszeres kezelése, a mintavétel helye (endo-, epikardium)
(Bartunek és munkatarsai, 2002; Koda és munkatarsai, 2003; Okada és munkatarsai, 2005;
Zorc és munkatarsai, 2001; Zorc és munkatarsai, 2003). A szivelégtelenség etiologidjanak
sokszinlisége hozzdjarulhatott az eltér6 megfigyelésekhez (az iszkémids eredetii
szivelégtelenségben az oxidativ stresszmarkerek &altal medidlt diszfunkcio figyelhetd meg,
mig dilatativ kardiomiopatiat okozhatja alkohol, vagy virusfert6zés).

Megfigyeléseink szerint humdan szivelégtelenségben a PARP-1 aktivici6 nem
eredményez apoptozist, az AIF transzlokacié hidnydnak megfeleléen. Az azonban lehetséges,
hogy enyhe DNS kdrosodds esetén a PARP-1 aktivdlodik és szerepet jatszik a DNS-
hibajavitasban, a genomikus stabilitdis megérzésében. Spekulicié szintjén az is felvethetd,
hogy mintédink végstadiumu szivelégtelenségben szenvedd betegekbdl szdrmaztak, akik taldn
sikeresen alkalmazkodtak a magasabb reaktiv gyok szinthez és a kovekezményes PARP-1
aktivéciohoz.

Ezen megfigyeléseink ellenére nem vitatott, hogy 4dllatkisérletekben a reaktiv oxigén
szabadgyokok altal kivaltott DNS karosodasok, melyek végso soron apoptdzishoz vezetnek,
fontos szerepet jatszanak betegségek kialakuldsaban (pl. szivelégtelenség). Allatkisérletekben
a PARP-1 enzim specifikus gatloszereivel és antioxidansokkal csokkenteni lehet az infarktus
soran elhalt teriilet nagysagat, a szoveti karosoddsokat, a miokardium diszfunkciot (Jagtap és
Szabo, 2005). Az a tény, hogy a PARP-1 inhibitorok csokkentik a citoplazmatikus NAD*
katabolizmust, és feltehet6leg mérséklik a szabadgyokok indukalta mitokondridlis NAD™
vesztést, feltételez egy kapcsolatot az oxidativ mitokondridlis karosodds és a PARP-1
aktivalodas kozott. Az oxidativ stressz vizsgidlata humdn kérképekben és experimentalis
modellekben kozelebb vihet a szabadgyokok okozta korfolyamatok megértéséhez, a
kardiovaszkularis betegségek megel6zéséhez és kezeléséhez.

Tovabbi kisérleteinkben a protein kindz C funkciondlis jelentdségét mutattuk ki a
humadn szivizomzat kontraktilis erejének fenntartdsdban, elnytjtott intracelluldris szabad Ca®
koncentracié jelenlétében, mely az iszkémia/reperfuzié egyik jellegzetes eseménye

(Karmazyn és Moffat, 1993).
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Ismert, hogy a PKC izoenzimek részt vesznek a human szivizomsejtek
erdgeneralasdnak szabdlyozdsaban (Noguchi és munkatirsai, 2004). In vitro kisérletekben
bebizonyosodott, hogy troponin I (Tnl), troponinT (TnT), miozin konnyiildnc 2 (MLC-2),
kardidlis miozin kot C fehérje (cMyBP-C) és dezmin (Damron és munkatarsai, 1995; Huang
és munkatdrsai, 2002; Noland és munkatdrsai, 1989; Noland és Kuo, 1992) szubsztritjai a
PKC-nek. A molekuldk PKC-medidlt foszforilacidja csokkenti a miozin ATP4z aktivitdsat
(Jideama és munkatarsai, 1996; Noland és munkatarsai, 1995) és a maximalis erot,
meghosszabbitja az izovolumetrids relaxicié idejét, noveli az utéterhelést (Bilchick és
munkatérsai, 2006), csokkenti a keresztkotések kialakuldsdanak a sebességét (Burkart és
munkatarsai, 2003) és a kontraktilis er6t (Belin és munkatarsai, 2007; Burkart és munkatarsai,
2003; Montgomery és munkatarsai, 2002; Pyle és munkatérsai, 2002; Roman és munkatarsai,
2004; Sakthivel és munkatarsai, 2005; Scruggs €és munkatdrsai, 2006; Takeishi és
munkatarsai, 1998). Patkany szivelégtelen modellen Belin és munkatarsai megfigyelték, hogy
a szivelégtelenség kisérd jelensége a fokozott PKC fiiggd miofibrillaris fehérje foszforilacid
és a csokkent kontraktilitds (Belin és munkatarsai, 2007). S6t valdszintsitették, hogy a
fentebb leirt eltérést a troponin fehérjék PKC medidlta foszforildciéja okozza (Belin és
munkatarsai, 2006).

Sajat és irodalmi adatok kozotti ellentmondds (novekvd versus csokkend
kontraktilitds) egyrészt adédhat a kiilonb6zd fajok szivizom sejtjeiben kifejez6dd izoformak
eltérod jellegébol, masrészt a PKC hatdsait vizsgdld eltérd kisérletes modellekb6l. A PKC
szerepével foglalkoz6 kordbbi beszdmoldkban a PKC aktivitds jobbdra jelentésen magasabb
volt, mint az egészséges dllapotban fiziologids koriilmények kozotti érték. fgy példaul
szivelégtelenségben vagy transzgénikus dllatmodellekben (Belin és munkatarsai, 2006;
Goldspink és munkatarsai, 2004; Gu és Bishop, 1994; Takeishi és munkatarsai, 1998) a
magasabb PKC expresszié vezethet a PKC egészségesekben betoltott szerepének elfedéséhez.
In vitro kinaz kezelések hatdsdra a miofibrillaris fehérjék foszforilicidja jelentOsen
meghaladhatja a fiziolégias szintet (Belin és munkatarsai, 2007; Burkart és munkatérsai,
2003; van der Velden és munkatdrsai, 2006). Végiil a szubsztratok hely-specifikus
mutagenezise is afiziol6gias hatdsokhoz vezethet (Burkart és munkatarsai, 2003; Montgomery
€s munkatarsai, 2002; Pyle és munkatarsai, 2002; Roman €s munkatarsai, 2004; Sakthivel és
munkatérsai, 2005; Scruggs és munkatdrsai, 2006). Esetiinkben a kardiomiocitdk
,rekonstrudlasa” sordn a PKC izoenzimek egymadshoz viszonyitott ardnya fizioldgidshoz
kozeli helyzetet tiikrozott, a kisérletekben fizioldgidshoz kozeli médon foszforildlt endogén

miofibrillaris fehérjéket (kozottik PKC célfehérjéket) alkalmaztunk humén szivizomzaton
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végzett kisérleteinkben. Ennek megfeleléen eredményeink is eltérnek a kordbban talaltaktdl a
PKC kontraktilitisban betoltott szerepére vonatkozdan. Adataink arra utalnak, hogy
szivelégtelenségben, melynek kialakuldsat a PKC ttvonal diszreguldcidjaval jellemziink, nem
csak a fiziologids szubsztratok fokozott foszforildcidjat, hanem egyéb, fizioldgids
koriilmények kozott nem foszforildlodé fehérje foszforildcigjat is megfigyelhetjiik, ami
mintegy elrejtheti a fiziol6gids hatdsokat (22. dbra).

Az eltérd kisérletes koriilményeken tdl szembetiing kiilonbségeket taldltak ragcsalok
valamint humén szivizom mintdkban expresszilédé6 PKC izoformdkban. Mig példaul kis
allatokban (patkdny, egér) a PKCe a tulstlyban 1év6 izoforma (Bowling és munkatérsai, 1999;
Braun és munkatarsai, 2003; Braz és munkatarsai, 2004; Disatnik és munkatarsai, 1994;
Goldberg €és Steinberg, 1996; Gu és Bishop, 1994; Murthy és munkatarsai, 2004; Rybin és
Steinberg, 1994), addig human mintdkban a PKCa (Hambleton és munkatarsai, 2006). A sajat
elvégzett kisérleteink igazoltdk, hogy a humdn szivizomban legnagyobb mennyiségben
eléforduld izoforma, a PKCa expresszids szintje kozel hiszszor nagyobb, mint a vizsgalt
masik két izoforméé, a PKC deltaé és epsziloné. A fajok kozotti kozos vonds azonban, hogy
magasabb PKC expresszié figyelhetd meg szivelégtelenségben, végstddiumud dilatativ
kardiomiopéatidban és silyos aorta sztendzisban (Simonis és munkatarsai, 2007).

A PKC izoenzimek aktivitisa harom uton szabdlyozhatd, (i) szelektiv expresszidval,
(i) kiilonboz6 szubsztrat specificitdssal (iii) vagy eltérd célra irdnyitdssal (targeting).
Kisérleteinkben mindezen lehetoségeket vizsgaltuk humén szivizom mintakban.

Sajat kisérleteinkben a PKC izoenzimek szubsztrat specificitast in vitro foszforilacids
assay-vel vizsgdltuk humén kamrai szivizomban. A kindz aktivitds mérésekor két szubsztritot
alkalmaztunk. Egyrészt a kindz aktivitasokat egy kontroll szubsztraton (hiszton IIIS) mértiik
¢és arra torekedtiink az adott reakcidelegyben az alkalmazott koriilmények mellett hasonld
aktivitisa legyen valamennyi izoenzimnek. Ezt kovetdéen a bedllitott koriilményeknek
megfeleléen humdin szivizom homogenizdtumot hasznaltunk szubsztratként és mértik a
radioaktiv foszfat beépiilését (miokardidlis fehérjékbe, szcintillicids szamlaldval), valamint a
foszforildlodo fehérjéket SDS-poliakrilamid gélelektroforézist kovetden autoradiogramon is
lathatéva tettilkk (azonositds, gélkép). Eredményink szerint habar a kiilonbdz6 izoenzimek
esetében jelentos kiillonbségek voltak felismerhetdek, a jol ismert, funkciondlisan karakterizalt
fehérjéket (troponinok, miozin konnyl ldnc) (Jideama és munkatirsai, 1996; Mochly-Rosen
€s Gordon, 1998) valamennyi izoforma képes volt foszforildlni. Mindezek arra utalhatnak,
hogy az in vivo specificitdsban a kiilonféle izoformdk szubcelluldris lokalizdcidja, targetingje

kulcsfontossdagi. Végiil, hangsulyoznunk kell, hogy az in vitro foszforilacios kisérletekben
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valamennyi esetben exogén rekombindns enzimmel végeztiik a foszforilaciét. Ennek
megfelelden a kapott eredmények pusztin arra utalnak, hogy hasonlé mértékli hiszton IIIS
foszforildciés aktivitds mellett a mifibrillaris fehérjék irdnydban mért aktivitds
izoenzimenként eltérd. Hangstilyozni kell ugyanakkor, hogy az alkalmazott rekombindns PKC
izoenzimek mennyisége és aktivitdsa ezen kisérletben nem mutat 0sszefiiggést az endogén
kindzok mennyiségével/aktivitisival. A felhaszndlt izoenzimek egy része (pl. PKCy)
feltehetdleg nem expresszalodik a humén szivben, de a kisérlet célja annak bizonyitdsa volt,
hogy a PKC medialt foszforildciéban a katalitikus domén mellett kozponti szerepet jatszanak
egyéb tényezdk (pl. célra irdnyitds, targeting) is.

Kisérleteink java részében ezért a PKCa intracelluldris targetingjét vizsgaltuk
részletesen. Kordbbi kisérletekben bebizonyosodott, hogy a Ca®*-koncentricié emelése
szelektiven a PKCa transzlokaciéjat indukalta patkany szivekben (Rybin és Steinberg, 1994).
Ez felveti a PKCa kiemelkedd szerepét a kalcium-fiiggd miofibrillaris-kontraktilitas
szabdlyozdsaban. Egyes adatok szerint a PKC aktivacié csokkenti a miofibrillaris rendszer
kontraktilitdsat (Belin és munkatarsai, 2006; Belin és munkatarsai, 2007), mig sajat
eredményeink szerint a PKCa a kontraktilitds fenntartdsdhoz jarul hozza. Mindenesetre a
PKCa igéretes terdpids célpontnak tlinik a szivizom kontraktilitdsdnak javitdsidra (Belin és
munkatarsai, 2007; Braz és munkatarsai, 2004; Hambleton és munkatarsai, 2006). Ezt a
potencidlt azonban feltehetden sejten beliili kotOhelyeinek (targeting) pontosabb feltdrdsat
kovetden tudjuk kihasznélni.

Kovetkezd 1épésben PKCa horganyzé fehérjéket vizsgaltuk. Kimutattuk a PKCa Ca™.
fliggd transzlokiciéjat a miokardidlis troponin I-hez, mely fiiggetlen a troponin komplex
alkotdinak jelenlététol. A biokémiai eredményeinkkel 6sszhangban az immunfluoreszcens
felvételeken PKCa és cTnl kolkalizaciot figyelhettiink meg human kamrai szévetmintakban.

Fontos megemliteni, hogy a PKC gatlasa ex vivo koriilmények kozott gyakran hatasos
a kiillonboz6 szivbetegségek (pl. szivinfarktus sordn megjelend iszkémids/reperfizios
karosodds, illetve a szivelégtelenség) sordn bekovetkezd kontraktilitds csokkenés
megelézésében. A PKC a szervezet minden sejttipusdban expresszalodik és valtozatos
funkciokat lat el. Ennek megfeleloen a PKC minden sejtre kiterjed6 gatldsa nem
alkalmazhaté, és a PKC aktivitdis moduldldsan alapulé terdpids eljardsok a megfeleld
specifitds eléréséig varatnak magukra. Kisérleteink ezen a téren jelentds eldrelépéssel
szolgaltak, amennyiben kimutattuk, hogy a PKCa miofibrillaris hatdsainak kozvetitésében

részt vesz a troponin I altali célra irdnyitdsa (targeting). Igy felmeriil annak a lehetésége, hogy
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gyakorolt hatdsa szelektiven modulalhato.

A jelatviteli folyamatok térbeli szabdlyozdsa horganyz6 fehérjék segitségével az
intracelluldris tér egy adott kompartmentére korldtozza a jelatviteli folyamatot, egyuttal tobb
jelatviteli lancban szerepld molekuldt is helyhez kothet, ami lehetové teszi a jeldtviteli
utvonalak konvergéldsit. A PKC-hez kotddd fehérjék harom nagy csoportba sorolhatdak.
Egyik fontos csoportjat a STICK (Substrates That Interact with C-Kinase) fehérjék alkotjak, a
masodik csoportba a RACK (Receptors for Activated C-Kinase) fehérjék tartoznak, melyek az
enzim aktiv konforméci6jat stabilizdljak, valamint az ellentétes hatdsti RICK (Receptors for
Inactivated C-Kinase) fehérjék (Mochly-Rosen és Gordon, 1998). Miutan a kiilonb6z6 kot
szekvencidk az izoenzimekre specifikusak, izgalmas lehetoségeket rejt magiban a PKC
izoenzimek szelektiv aktivdlasara vagy gatlaséra.

Altaldban, a PKC aktivdlds magiba foglalja a DAG kotodését (vagy exogén
megfeleldjének, a PMA-nak) a citoszkeletonban taldlhat6 szolubilis enzimhez, amely rogziti
azt a membranstruktirdhoz. Amig a Tnl kétségteleniil a STICK-ek egyike az emberi szivben,
addig, dgy tiinik, hogy az interakciot a Tnl és a PKCa kozott egyediil a Ca® szabdlyozza,
fliggetleniil a lipidektdl. Az sdr fehérje, mely a caveolinokhoz kotddik, hasonld
tulajdonsdggal rendelkezik, mint a Tnl, ugyanis DAG vagy annak analdgjdnak hidnyaban,
Ca2+—dependes moédon kétédik a PKCa-hoz (Mineo és munkatarsai, 1998). Ez a felfedezés is
azt mutatja, hogy a Ca® olyan szerkezetvaltozast idéz el6 a PKC-ban, amely szabadd4 teszi
azokat a szekvencidkat, amelyek lehetdvé teszik az interakciot a kozeli/szomszédos
proteinekkel. Ugyanakkor kimutattdk, hogy amig az sdr-PKCo kotédést a Ca™ elSsegiti,
addig a foszfatidil szerin stabilizdlja azt. Sajat kisérleteinkben kétségteleniil stabil interakciot
taldltunk a Tnl és a PKCa kozott lipidek hidnydban, habar lehet, hogy a foszfatidil szerin in
vivo részt vesz a komplex stabilitdsanak novelésében.

Masch megfigyelései ramutattak arra, hogy az intracellularis szabad kalcium
konentraci6 idébeli és térbeli valtozdsai meghatarozé szerepet jatszanak a PKCa
lokaliz4cidjdban érfali simaizom sejtekben (Maasch és munkatdrsai, 2000). Hasonl6
elképzekés alkalmazhat6 kamrai szivizomsejtek esetében is. Adataink szerint a PKCa
szubcellularis lokalizciéja jelentésen megvéltozik az intracellularis szabad Ca** koncentréci6
megemelése altal. Eredményeink ezen feliil arra is rdmutattak, hogy a kontrakcié/relaxaci6
ciklus sordn a PKCa lokalizaciéja megvaltozhat, transzlokdlédhat a vékony filamentumhoz,
atmenetileg kotddhet a Tnl-hez Ca2+—ﬁigg6 moédon, mely hozzdjarulhat a kontraktilitds

fenntartdsahoz iszkémia/reperfizi6 sordn. Masrészrol, patoldgids koriilmények kozott a PKCa
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mennyisége jelentésen megnd, amely feltehetéen elvezet a fizioldgids (sajat adataink szerint
troponin I-vel torténd asszocidcion keresztiili) szabdlyozds megbomldsdhoz, szdmos
miofibrillaris fehérje foszforilicigja pedig a kontraktilitdis csokkenéséhez (Belin és
munkatarsai, 2006; Belin és munkatarsai, 2007) vezethet (22. 4&bra). Kroénikus
szivelégtelenség kapcsan (Bowling és munkatdrsai, 1999; Wang és munkatdrsai, 2003; van
Velden és munkatarsai, 2006) kimutattdk a kalcium fiiggé izoformdk, PKCa, BI és PBII
szelektiv upreguldciéjat. Nincs Osszhang abban, hogy az intracellularis foszforilacids
folyamatok mely strukturdlis fehérjéket érintik. In vitro kisérletekben (Noland és munkatérsai,
1989, 1993, 1996) bizonyitottdk, hogy a troponin I (Tnl), a troponinT (TnT), a miozin
konnytilanc 2 (MLC-2) és kardialis miozin koto C fehérje (cMyBP-C) egyarant szubsztratjai a
PKC-nek.

Fiziolégias Patofiziolégias

22. abra A PKC szabalyozasa fiziologias és patolégias koriilmények kozott.

Fiziologids koriilmények kozott a kontrakcio sordn megemelkedo intracelluldris Ca**
koncentrdciok hatdsdra a PKC a troponin I-hez kotodik, és a kornyezetben elhelyezkedd
fehérjék foszforildcioja révén hozzdjdrul a kontraktilis erd fenntartdsdhoz. Ezzel szemben
patologids koriilmények kozott tiltermelddik, ami nem csak a fiziologids szubsztrdtok fokozott
foszforildcidjdt, hanem egyéb, fiziologids koriilmények kozott nem foszforildlodo fehérje
foszforildcidjdt is kivdlthatja. Ezen tilzott mitkodés eredménye a kontraktilitds csokkenése
lehet.
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7. Osszefoglalds

Meéréseink alapjan humaén szivelégtelen mintidkban szignifikdns oxidativ karosodds
mutathato ki, szemben a kontroll human donor mintdakkal. Eredményeink szerint szivelégtelen
betegekbdl €s a donorokbdl szirmazd mintdinkban a nitrdlt fehérjék tekintetében nincs
kiilonbség. Megfigyelhetd a PARP-1 aktivicié és kovetkezményes fokozott poli(ADP-
ribozil)acié szivelégtelen betegek szivizom mintdiban, ami tovabbi példdval boviti azon
human betegségek sorat, melyekben PARP-1 aktivacid kialakul. Ugyanakkor mi nem tudtuk
kimutatni szignifikdns PARP-1 expressziondvekedést a szivelégtelen betegek mintdiban, ami
felveti, hogy a mintdinkba megfigyelt fokozott poli-ADP-ibozildcié hitterében a PARP-1
katalitikus alegység aktivitds fokozdédasa all. Kaszpdz-9 expresszid szignifikdnsan nagyobb
volt szivelégtelen mintdinkban, mint a donorokban. Ezen adatok felvetik, hogy enyhe DNS
karosodds esetén a PARP-1 aktivdlodik és szerepet jatszik a DNS-hibajavitisban, a
genomikus stabilitds megdrzésében. Spekuldcié szintjén az is felvethetd, hogy mintdink
végstadiumul szivelégtelenségben szenvedd betegekbdl szarmaztak, akik taldn sikeresen
alkalamzkodtak a magasabb reaktiv gyok szinthez és a kovetkezményes PARP-1
aktivdcidhoz.

Eredményeink ezen feliil arra is ramutattak, hogy a kontrakcid/relaxacié ciklus sordn
a PKCa lokalizacidja megvaltozhat, transzlokdlédat a vékony filamentumhoz, dtmenetileg
kotédhet a Tnl-hez Ca®*-fiiggd médon, mely hozzdjarulhat a kontraktilitds fenntartisdhoz
iszkémia/reperfiizié sordn. Ugy tiinik, hogy az interakciét a Tnl és a PKCo kozott egyediil a
Ca®* szabilyozza, fiiggetleniil a lipidektsl. A PKCo miofibrillaris hatdsainak kozvetitésében
részt vesz a troponin I altali célra irdnyitdsa (targeting). Igy felmeriil annak a lehetésége, hogy
gyakorolt hatdsa szelektiven moduldlhaté. Mindenesetre a PKCa {géretes terdpids célpontnak
tinik a szivizom kontraktilitisdnak javitdsdra. Ezt a potencidlt azonban feltehetden sejten
beliili kdtOhelyeinek (targeting) pontosabb feltdrdsat kovetden tudjuk kihaszndlni. Fontos azt
is megemliteni, hogy patoldgids koriilmények kozott a PKCa mennyisége jelentésen megnd,
amely feltehetden elvezet a fiziologids (sajat adataink szerint troponin I-vel torténd
asszocidcion keresztiili) szabdlyozds megbomldsdhoz, szdmos miofibrillaris fehérje

foszforilacidja pedig a végso kozos uthoz, a kontraktilitas csokkenéséhez vezethet.
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8. Tudomdnyos eredmények hasznosithatosdga

A szivelégtelenség relativ gyakorisdga miatt sok embert érintd malignus betegség (a
betegség prevalencidja 1-2%). Ezért fontos kutatdsi feladat a miokardium kontraktilitdsat
befolydsold miofibrillaris €s intracelluldris hatdsmechanizmusok tisztdzdsa, mert tovabbi

adatokat nyujt a betegség jobb megértésére és az djabb terdpids lehetdségek kialakitisara.

Vizsgdlatainknak jelent6ségét az adta, hogy kisérleteinket humén prepratumokon
végeztik. gy az dltalunk észlelt mechanikai és biokémiai eltérések direkt mdédon

adaptalhatok.

A szivizom kontraktilitidsanak szabdlyozdsa egy fontos élettani funkcidé a szivizom
mikodése szempontjabdl. Az élettani szabdlyozds pontos megértése elengedhetetlen a

patoldgias torténések kovetéséhez.
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