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Ebben a tanulméanyban a stunning sorin feltehetGen szerepet jitsz6 poszttransz-
liciés fehérjemédositasok (szulfhidrilcsoport oxidici6, nitrotirozin képzddés)
funkciondlis kovetkezményeit vizsgaltuk. Az izometrikus er kialakuldsie perme-
abilizdlt izoldlt humdn bal kamrai cardiomyocytikon mértitk peroxinitrittel (PN),
2,2dithiodipiridinnel (DTDP, SH-specifikus oxidalészer) és hidrogénperoxiddal
(H,0,) t6rténd inkubicidkat kéveten. A reverzibilitist a kovetkezs SH-specifikus
redukildszerek alkalmazdsival tanulmanyoztuk: dithiothreitol (DTT), redukilt
glutation (GSH) és N-acetil-Lcisztein (NAC). A kontraktilis f¢ ehérjék szulfhidril-
csoportjainak szimdban bekovetkezs viltozdst Ellman-reagenssel kovettiik. A
DTDP és a PN-kezelés dézisfiigg médon csokkentette a Ca*-aktivAlt maximalis
er6t (ECDTDP,50=2,73 mM; ECPN,50=26,2 #M). A kontraktilis er§ csokkenését
a DTDP esetében a szabad SH-csoportok teljes oxidiciéja kisérte (6+3%-ra, 10
mM DTDP-koncentriciénil), mig PN csak részben oxidilta a szabad SH-cso-
portokat (69+6%-ra, 1 mM PN koncentraciénal). Tovibb4 a DTDP hatésira kiala-
kul6 er6 csokkenés (2,5 mM DTDP koncentriciénil mérve) telies mértékben
revertilhatonak bizonyult 10 mM DTT-vel. Azonban 10 mM DTT csak részleges
(delta er§ 13%), de szignifikins mértékdi reverziét volt képes kialakitani 50
mikroM PN-kezelés utin. Szemben a DTT-vel 10 mM GSH (n=9) és 10 mM
NAC (n=8) alkalmazisival nem tudtunk a DTDP-kezelést kévetden novekedést
elérni a kontraktilis erSben. Azonban az NAC és a DTT egyarint hatékonynak bi-
zonyult PN-tel t6rtén inkub4ciét kovetden. Meglepd médon a H,0, iltal kivil-
tott kontraktilis és fehérjeviltozasok minimalisak voltak még magas H,O,kon-
centricick mellett is. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a PN és a DTDP kiilsn-
b626 mechanizmusokon keresztiil csSkkentette a Ca2*-aktivalt maximilis erdt. A
PN elsssorban nitrotirozin képzédést indukalt, amelyet egy kismértékd, de szigni-
fikdns SH-oxid4cié kisért. Mindkét mechanizmus szerepet jatszott a PN hatdsira
kialakul6 er6csskkenés Iétrejsttében. Az SH-oxiddcié revertilhatésiga az oxidils
¢ a redukil6 szerek kozotti molekuliris kolesonhats Jjellegzetességeitd] fiigg.
ETT 449/2006 tamogatisival.
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A jelen vizsgilatok célia az volt, hogy dsszehasonlitsuk az ionramok- és az ioncsa-
torndkat alkot6 fehérjék megoszlisit humin és kutya balkamrai szivizomzat
subepicardialis (EPI) és midmyocardialis (MID) rétegeiben. Az akciés potencidlokat
¢s az iondramokat a myocardium megfelel§ rétegébél szirmazé, enzimatikusan
izoldlt kutya bal kamrai szivizomsejteken mértiik. Az elektrofi iziolégiai vizsgila-
tokhoz konvencionilis mikroelektréda-technikit, illetve teljes sejt voltage-clamp
mddszert haszniltunk. A csatornafehériék mennyiségének meghatirozisa
Western-blot technikdval tortént kutya és human mintikbol. Megillapitottuk,
hogy EPI-sjtcken kisebb az akcis potencidlok amplitiddja (1341 mV vs. 1381
mV), nagyobb mértékd a korai repolarizicié (5123 mV vs. 4122 mV), és rovideb-
bek az akciés potencidlok (197+9 ms vs. 222+8 ms APD90 esetén) a MID sejtek-
hez képest. A vizsgilt iondramok kéziil a tranziens kifelé irdnyulé dram (Ito) és a
kés6i egyenirdnyité kilium sram lasst komponense (IKs) esetében az EPI-sejteken
mért dramok nagysiga meghaladta a MID-scjtcken mért dramokét (29,515
PA/PF vs. 19,0223 pA/pF, illetve 10,3+2,3 pA/pF vs. 6,5+1,0 PA/pF). Nem taldl-
tunk szignifikins EPI-MID kiilonbséget a kalciumaram (), a befelé egyeniranyi-
t6 klivmaram (I,), valamint a kési egyeniranyité kaliumaram gyors komponen-
se (Iy,) esetében. A megfelels rétegekbdl szarmazé sejteken mért iondramok meg-
oszlisinak kiilsnbségei j6l magyardzzik a regisztralt akciés potencilok eltér§ min-
tizatdt. Kutyamintikon az EPI-régicban a Kv4.3, Kv14, KChIP, és KvLQT, fehér-
Jék szignifikdnsan nagyobb, mig a Nav1.5 é& MinK-f ehérjék szignifikdnsan kisebb
mennyiségben voltak jelen a MID-réteghez képest. Eredményeink alapjin a mért
csatornafehérje denzitdsok viszonyai jol titkrozik a talile iondram-megoszldsokat.
A kutya és humin mintikat sszehasonlitva az joncsatorndkat alkoté fehériék
EPI-MID megoszlisinak nagyfoki hasonlésigit tapasztaltuk. Eredményeink egy-
részt igazoljik, hogy elektrofiziolégiai szempontbél az emberi szivizomzat megfe-
lel sllatmodellic a kutyasziv, masrészt felhivjsk a figyelmet a myocardium fizio-
16gidsan is jelen 1év5 elektromos heterogenitdsara.

THE EFFECT OF DIFFERENT OXIDOREDUCTIVE
AGENTS ON THE CONTRACTILE FORCE PRODUCTION
IN HUMAN LEFT VENTRICULAR CARDIOMYOCY TES
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In the present study we aimed to characterize the functional consequence of those
posttranslational protein modifications (oxidation of the sulfhydryl groups and/or
nitrotyrosine formation) that are implicated during myocardial stunning. Using
permeabilized isolated left ventricular cardiomyocytes from human hearts isomet-
ric force production was measured f ollowing incubations in the presence of: pero-
xinitrite (PN) or 2,2’dithiodipyridine (DTDP, known as an SH-specific oxidant) or
hidrogenperoxide (H,O,). Reversibility was tested f ollowing subsequent incuba-
tions in the presence of SH-specific reductive agents: dithiothreitol (DTT), reduced
glutathione (GSH) or N-acetyl-L-cysteine (NAC). Changes in free sulfhydryl
group (SH) statuses of the contractile proteins were monitored by the Ellman re-
action. Both DTDP and PN diminished myofibrillar force in a concentration de-
pendent manner (ECDTDP50=2.73 mM; ECPN,50=26.2 uM). The reduction in
force was paralleled by complete elimination of the free SEI groups by DTDP (to
6%3% at a DTDP concentration of 10 mM), while the PN induced reduction in
free SH groups was only partial (to 69+6% at a PN concentration of 1 mM).
Moreover, the DTDP evoked reduction in force (as assessed at a DTDP
concentration of 2.5 mM) was completely restored by 10 mM DTT. In contrast, 10
mMDTT could induce only a partial (delta force by 13 %), however significant re-
covery in force after a 50 mikroM PN treatment. In contrast to 10 mM DTT 10
mM GSH (n=9) or 10 mM NAC (n=8) could not restore force after DTDP
treatments. However, NAC was equally effective as DTT after PN treatments,
Surprisingly, the H,O,-evoked contractile and protein alterations were minor even
at high H,0, concentrations. In conclusion, PN and DTDP decreased the Ca?*-
activated maximal force production via different mechanisms. PN mainly induced
nitrotyrosine formation, and to a small but significant degree also evoked SH
group oxidation. Both of these mechanisms were involved in the reduction of force
after PN exposures. The reversibility of SH group oxidation depended on the
molecular interplay between the applied oxidative and reductive agents. Supported
by ETT 449/2006.

DISTRIBUTION OF ION CHANNELS IN THE LAYERS
OF HUMAN AND CANINE LEFT VENTRICULAR
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The object of this study was to compare the distribution of ionic currents and jon
channel proteins in human and canine subepicardial (EPI) and midmyocardial
(MID) layers of the left ventricular myocardium. Action potentials and ionic
currents were measured on enzymatically isolated canine left ventricular cardio-
myocytes derived from the proper layer of myocardium. During the electro-
physiological experiments we used conventional microelectrode technique and
whole—cell voltage clamp method. Quantity of ion channel proteins in both human
and canine preparations were determined by Western blotting. We obtained that on
EPI cells the amplitude of action potentials were smaller (1341 mV vs. 1381 mV),
the early repolarization was greater (5143 mV vs. 412 mV) and the action
potentials were shorter (19749 ms vs. 22248 ms at APD90) compared to MID
myocytes. Among the studied ionic currents the densities of the transient outward
current () and the slow component of the delayed rectifier potassium current
(Ix,) were larger on EPI than on MID cells (29.5+15 PA/PF vs. 19.0+2.3 pA/pF and
10.3+2.3 pA/pF vs. 6.5+1.0 pA/pF, respectively). We found no significant EPI-MID
differences in the calcium current (Ie,), the inward rectifier potassium current (I
and the rapid component of the delayed rectifier potassium current (Ix,)- The
differences of the distribution of ionic currents measured on cells of the proper
layers well explain the dissimilar patterns of the measured action potentials. In the
EPI layer of canine heart the quantity of Kv4.3, Kv14, KChIP, and KvLQT,
proteins were significantly higher, and that of Nav1.5 and MinK much lower than
in the MID region. Regarding our results the relations of channel protein densities
were consistent with the measured ionic current distributions. Comparing the
human and canine preparations they showed high similarities in the EPI-MID
distribution of ion channel proteins. Our results prove that from electrophysiolo-
gical point of view canine heart is an adequate model of human myocardium, and
also draw attention to the electrical heterogenity of the myocardium which can be
observed even under physiological circumstances.
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