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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. Miokardialis infarktus és a posztinfarktusos remodellacié

Az iszkémias szivbetegség vilagszerte a vezetd haldlokok ko6zé tartozik. A
szivinfarktus az elhtizod6 iszkémia kovetkeztében 1étrejovo szivizomelhalas,
melynek hatterében az esetek nagy részében ateroszklerotikus plakkruptara és
trombotikus koszoruér-elzarodas all.

Az utobbi években az akut miokardialis infarktus (MI) halalozdsanak
csokkenése kovetkeztében egyre tobb beteg ¢éli til az akut eseményt, akiknél a
posztinfarktusos  szivizom-atépiilés, remodellacio  folyamataval  kell
szamolnunk, mely végsé soron szivelégtelenség kialakuldsdhoz vezethet. A
szivizomzat infarktust kdvetd atépiilése klinikailag a sziviiregek kitagulasaban,
bal kamra hipertrofidban és romld szisztolés funkcidoban nyilvanul meg, de a
pontos cellularis és molekularis mechanizmusok még nem teljesen tisztazottak.
Az infarktus akut szaka soran a szivizomsejtek elhalnak, majd a miokardium
limitalt endogén regenerativ kapacitasanak koszonhet6en az elhalt teriileten
heg képzédik. Az akut miokardidlis izomvesztés kovetkeztében a
neurohumoralis rendszerek [Szimpatikus idegrendszer, renin-angiotenzin-
aldoszteron rendszer (RAAS)] aktivacidja kovetkezik be. Mindez az akut
szakban kompenzatorikus jellegii, azonban hosszi tavon ezen folyamatok
patologias mértéket Oltenek ¢€s hozzajarulnak a szivizomzat koros
atépiiléséhez.

A neurohumoralis aktivacion kiviil a szivizomzatban a nekrozis intenziv
gyulladésos reakciot indukal, mely egyrészt nélkiilozhetetlen az elhalt
tormelék eltakaritdsdban és a megfeleld hegképzddésben, azonban a

felszabadulo6 szabad gyokok tovabb karosithatjak a kdrnyezd struktarakat.



Ezen véltozasok globalisan a sziv egészét érintve hatdrozzak meg az infarktus
kimenetelét, illetve a posztinfarktusos szivizom-atépiilés folyamatat. A
hattérben a miokardiumot felépitd sejtekben, foként a szivizomsejtekben
bekovetkezd valtozasok dallnak, ugyanis a fentiek ereddjeként a taléld
szivizomsejtek miikodése adaptiv moédon megvaltozik, azonban a pontos
cellularis és molekularis mechanizmusok még nem tisztazottak. Jelen munkam

egyik része a posztinfarktusos szivizomsejt atépiilés részleteire koncentral.

1.2. A kontraktilis rendszer felépitése és a kontrakcié mechanizmusa

A kamrai miokardium felépitésében szamos sejttipus vesz részt, a sziv
miikddése szempontjabol legnagyobb jelentdséggel a szivizomsejtek birnak,
melyek kontraktilis funkcidjuk révén biztositjak a véraramlast.

Ezen sejtek jellegzetes harantcsikolatot mutatnak a miofibrillumok
elrendezddésének kdszonhetden. Vékony és vastag filamentumokat kiilonitiink
el, melyek felépitésében szamos kontraktilis fehérje [aktin, miozin kdnnyti
lanc-1 és -2 (MLC-1 és MLC-2), miozin nehéz lancok (MHC), troponin C, I, T
(TnC, Tnl, TnT), tropomiozin, miozink6té C-fehérje (MyBPC), alfa-aktinin,
dezmin, stb.] vesz részt.

A kontrakcio alapjat az akcids potencial hatdsara a kamrai szivizomsejtek
citoplazmajaba bearamlé Ca?* képezi, mely a TnC-hez kétédve lehet6vé teszi
az aktin-miozin ciklikus interakcidjat és a kontraktilis erd létrejottét. A
kontraktilis eré Ca?* fiiggését a Ca’'-erd Osszefiiggés, mas néven a Ca’'-
érzékenységi gorbe megszerkesztésével gyakran membranrendszeriiktol
megfosztott, permeabilizalt szivizomsejteken tanulméanyozzak izometrias Ca®*-
kontraktura kialakuldsa soran, mivel intakt szivizomsejteken mindez
akadalyokba {iitkdzik. A szigmoid lefutasti gorbe segitségével informaciot

nyerhetiink a kontraktilis rendszeren beliili kooperativitas mértékérél, valamint
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a kontraktilis fehérjerendszer Ca®* iranti érzékenységérél. A kontraktilis
rendszer Ca’*-érzékenysége nagyban fiigg a szarkomerhossztol, az igynevezett
hosszfiiggé Ca’*-érzékenyités képezi a Frank-Starling mechanizmus alapjat.
Ezen kivill szamos szdmos tényezd és allapot (pl.: oxidacio, foszforilacio)
befolyasolja még a kontraktilis rendszer Ca**-érzékenységét. Jelen munkéban a

posztinfarktusos eltérésekre és az oxidativ stressz hatasaira dsszpontositottunk.

1.3. A Kkontraktilis rendszer posztinfarktusos remodellicidja

A szivinfarktust kdvetd miofilamentaris valtozasokrdl szamos tanulmany latott
napvilagot az utobbi években. A kontraktilis rendszer miikodését jellemzo
paraméterek koziil a kontraktilis rendszer Ca**-érzékenysége keriilt leginkabb
a figyelem kozéppontjaba, melynek valtozasarol, illetve a valtozas iranyarol
még jelenleg is ellentmonddsos adatok 4llnak rendelkezésre. A Ca?'-
érzékenység esetleges valtozasanak hatterében a miofilamentumokat felépitd
fehérjék poszttranszlaciéos modosulasai allnak. A szivinfarktus lezajlasat
kovetéen a perctérfogat fenntartdsa érdekében tartosan aktivalodo
neurohumoralis rendszerek (RAAS és a [-adrenerg rendszer) hatasara
megvaltozik a fehérjék foszforilacioja [pl.: protein kindiz A (PKA) medialta
csokkent miofilamentaris fehérje foszforilacio, megndvekedett protein kinaz C
(PKC)-fiiggb foszforilacio].

A foszforilacios hatasokon kiviil az oxidativ eredetli poszttranszlacios fehérje
moddosulasoknak is kiemelkedé jelentésége van a kontraktilis rendszer
miikddésének szabalyozasaban, mely, ha csak részben is, de felelds lehet a
posztinfarktusos miokardialis funkciéromlésért.

Mig az iszkémia kozvetlen hatdsai az infarceralodott teriiletre korlatozodnak, a
szivizomzat atépiilése az iszkémia altal kodzvetlenill nem érintett teriileten is

fellelhetd. Az azonban nem tisztazott, hogy a fent részletezett neurohumoralis
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és oxidativ hatdsok egyforméan érvényesiilnek-e a bal kamra kiilonb6z6

teriiletein, beleértve az elzarodott ér ellatasi teriiletén talélo szivizomzatot is.

1.4. Szabad gyokok és oxidativ stressz

Az oxidativ stressz a reaktiv oxigén/nitrogén szabad gyokdk (ROS/RNS) és az
antioxidans mechanizmusok kozotti egyensily megbomlasaval jellemezhetd
allapot, mely szerepet jatszik tobb kardiovaszkularis korkép kialakulasaban. A
szabad gyokok f6 forrasat a kardiovaszkularis rendszerben a mitokondrialis
légzési lanc jelenti, emellett nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat-
oxidazok (NADPH oxidazok), a xantin-oxidaz, a nitrogén-monoxid szintetaz, a
mieloperoxiddz és a lipoxigendzok is jelentds mennyiségli szabad gyok
termeléséért felelosek.

Mig fiziologias korilmények kozott az antioxidans rendszerek ellensulyozzak
a ROS/RNS karos hatasait, az oxidativ stressz allapotokat az antioxidansokkal
szembeni ROS/RNS tulstly jellemzi. Az oxigén alapu szabad gyokok az
oxigén inkomplett redukcidja kapcsan jonnek létre, ide sorolhaté a szuperoxid
gyok (0,7), a hidrogén-peroxid (H,0,), mely utdébbi fémionok jelenlétében a
Fenton-reakcio soran a legreaktivabb hidroxil gyokké (OHe) alakul. Ezek a
szabad gyokok fiziologias koriilmények kozott is keletkeznek, sét, szamos
fehérje €s szignalizacids titvonal mitkddését befolyasoljak a kardiovaszkularis
rendszerben. Ezaltal a vazoregulacio, a sejtndvekedés, a programozott
sejthalal, valamint az iszkémias prekondicionalas fontos mediatorai. Tovabba
kulcsszerepiik van az immunvalaszban, a patogének elleni kiizdelemben.
Oxidativ stressz allapotokban azonban a tulstlyba keriil6 szabad gyokok
karositjak a sejteket felépité nukleinsavakat, lipideket, illetve fehérjéket. A

kardiovaszkularis rendszerben a kontraktilis fehérjék kozvetett vagy kozvetlen



érintettsége strukturdlis és funkcionalis valtozasokon keresztiil szisztolés vagy

diasztolés diszfunkciohoz vezet.

1.5. Fehérje karbonilacié

A fehérje oxidacidé kovetkeztében kiilonbozé tipustt fehérje modosulasok
johetnek 1étre, mint a tirozin nitracio, szulthidril (SH) oxidacio, glutationilacid
vagy a karbonilacid. A sulyos oxidativ stressz és az oxidativ karosodas okozta
fehérje diszfunkcié egyik igen gyakran hasznalt biomarkere a fehérje
karbonilacio. A karbonilacié egy olyan irreverzibilis oxidativ médosulas, mely
abban az esetben jon 1étre, ha reaktiv aldehid vagy keton csoportok kétédnek a
fehérjéket felépité aminosavakhoz. Primer karbonilaci6 fém-katalizalt oxidacid
soran jon létre, mely a prolin, lizin, arginin és treonin aminosavakat érinti. A
fém-katalizalt oxidacié vas(Il) és H,O, kézremiikddésével jon 1étre a Fenton-
reakcié soran, mely OHe képzodését eredményezi. Ez a kémiai reakcio széles
korben elterjedt a fehérje karbonilacio in vitro kivitelezésére és vizsgalatara.

A fehérjék karbonilacidja egyrészt modosithatja az érintett fehérje funkciojat,
fehérje-degradaciot indukalhat, valamint szignalizaciés folyamatokat is
befolyasolhat. A fehérje karbonilacio jelentéségét mutatja, hogy szerepe van
szamos korkép kialakuldsaban, mint miokardialis infarktus kapcsan,
iszkémia/reperfiizios karosodasban, szivsebészeti beavatkozasokhoz kotédden,
diabéteszes kardiomiopatiaban vagy szivelégtelenségben.

Szamos adattal rendelkeziink a karbonilacidrol, arr6l azonban kevés
informacio all rendelkezésre, hogy miként modulalja a fehérje karbonilacié a

kontraktilis rendszer mikddését a szivizomsejtekben.



2. Célkitiizések

Kisérleteink soran a kovetkezd célkittizéseket tettiik:

1.  Megvizsgalni a kontraktilis fehérjék karbonilacidjanak funkcionalis
hatdsait a human permeabilizalt szivizomsejtek kontraktilis rendszerének
mitkodésére.

2.  Feltérképezni egy szivinfarktusos egérmodellen a posztinfarktusos
szivizom-atépiilés cellularis és molekularis résztvevoit, az infarktusos és
az infarktus altal kozvetleniil nem érintett teriileteket kiilon-kiilon
vizsgalva.

3. Tanulmanyozni a fehérje karbonilacid részvételét a miokardium

remodellacid folyamataban.

3. Metodikak
3.1. Szivizommintak

3.1.1. Human egészséges donor szivizommintak

A human bal kamrai szivizommintak transzplanticié soran fel nem hasznalt
donor szivekbol szarmaztak (41 és 46 éves nd, 53 és 57 éves férfi). A donorok
agyi aneurizma-ruptira és vérzéses stroke kovetkeztében halaloztak el,
kardialis betegségre utald leleteik, tiineteik nem voltak, rovid ideig tartd
dopamin, noradrenalin és mannizol kivételével egyéb terapidban nem
részesiiltek. A szivizommintakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk ¢és
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A human szivizommintadkon végzett
kisérleteink a Helsinki Deklaracioban foglaltaknak teljes mértékben
megfeleltek és a Magyar Egészségligyi Minisztérium altal jovahagyottak (No.
323-8/2005-1018EKU).



3.1.2. A miokardidlis infarktus egérmodellje

Az infarktusos egérmodell kialakitdsa osztrak kollaboracids laboratériumban
valosult meg. 16 hetes néstény egereken (n=25) a bal eliils6 leszalld koronaria
artéria (LAD) lekotésével hoztunk létre miokardialis infarktust. Aloperalt
egészséges egerek szolgdltak kontroll csoportként (n=5). A sebészeti
beavatkozast kovetd tizedik héten szivultrahang vizsgalatot végeztiink a bal
A szivek eltavolitasat kdvetOen a szivek egy részét formaldehidben fixaltuk, és
az infarktus altal érintett teriilet nagysagat Masson-trikrom festett bal kamrai
metszeteken hataroztuk meg. A szivek masik részét a molekularis esszékhez és
az izometrias erOmérésekhez elokészitve tobb részre osztottuk, elkiilonitve a
bal kamra infarktusos anterior teriiletét az infarktus altal nem érintett, inferior
szegmentumtdl. A mintdkat debreceni laboratériumunkba szallitottuk és

felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

3.2. In vitro fehérje karbonilacié Fenton-reakciéval

In vitro fehérje karbonilaciot mind a human, mind a kontroll egér bal kamrai
mintdkon azonos modon idéztink el6. Az izoldlt, permeabilizalt
szivizomsejteket Fenton-reagens (FeSO,4; H,0,, aszkorbinsav relaxalo
oldatban) jelenlétében inkubaltuk 7 percig szobahOmérsékleten. Az esetleges
SH oxidéaciés hatasok kikiiszobdlése érdekében a mintdk egy részét
ditiotreitollal (DTT) kezeltiik, mely SH-reagensként az oxidalt SH csoportokat
redukalja. A mechanikai mérések soran tovabbi kombinalt kezeléseket is

alkalmaztunk.

3.3. Fehérje karbonilacio kimutatasa oxyblot médszerrel
A fehérje karbonilacié kimutatasara preformalt gyari oxyblot kitet hasznaltunk.

A szivizommintdkbol fehérje homogenizatumot készitettiink, a fehérjék
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karbonil ~ csoportjait  derivatizaltuk, melynek  eredményeként  2,4-
dinitrofenilhidrazon képzdédott. A derivatizalt fehérjéket gélelektroforézist
kovetden nitrocellul6z membranra transzferaltuk, majd dinitrofenilhidrazon-
ellenes antitesttel jeloltiik. A karbonilacié-specifikus antitestek eltavolitasat
kovetben a membranokat anti-aktin, anti-a-aktinin és anti-MHC antitestekkel
jeloltiik. A karbonilacio mértékét a fehérjék mennyiségére normalizaltuk és
karbonilacios indexként fejeztiik ki, ahol a kontroll mintdk karbonilacids

indexét 1-nek tekintettiik.
3.4. SH oxidacié vizsgalata

3.4.1. Ellman-reakcio

A human szivizommintakon végzett kisérletek soran az SH oxidacido mértékeét
Ellman-reakcioval hataroztuk meg. A permeabilizalt szivizomsejtek egy részét
és negativ kontrollként 2,2’-ditio-dipiridinnel (DTDP) és DTT-vel kezelt
mintak szolgaltak. A mintakat a kezeléseket kovetéen SH-specifikus Ellman-
reagens jelenlétében inkubaltuk, mely a redukalt SH csoportokhoz kétédve
sarga szind terméket eredményez. Az oldatok abszorbancidjat megmértiik és
aranyosnak tekintettiik a mintdk SH tartalmaval. Standardként ismert SH-
tartalmu N-acetil-cisztein-sorbol képzett kalibracios gorbét alkalmaztunk. Az

egyes mintak relativ SH tartalmat 1 mg fehérjére vonatkoztatva adtuk meg.

3.4.2. SH-specifikus biotinildacio és Western immunoblot

Az infarktusos egérmodell kapcsan a mintak korlatozott mennyiségére valo
tekintettel biotinilaciot alkalmaztunk az SH oxidaciéo vizsgalatara. A
fehérjeoldatokat két részre osztottuk: az egyik felét DTT-vel kezeltiik, mig a

masik rész kontrollként szolgalt. A DTT kezelés az SH csoportok redukcidjat
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célozta, mig a kontroll csoport a kiilonbdz6 helyrél szarmazé mintak alap SH
oxidacios statuszanak feltérképezésére szolgalt. Az SH szignal detektalasara
megfeleld koriilmények kozotti biotinilaciot, gélelektroforézist, majd blottolast
kovetden  streptavidin-peroxiddz rendszert alkalmaztunk. A  fehérje
mennyiséget anti-aktin antitesttel detektaltuk, és az aktin mennyiségére
normalizalva a relativ SH tartalmat fejeztiik ki, ahol a DTT-vel kezelt mintak

oxidaciojat 100%-nak tekintettiik.

3.5. Kardialis Tnl foszforilaciés statuszanak vizsgilata

A szivizommintakbol készitett fehérjeoldatot azonos mennyiségii 2x SDS
mintapufferben féztiik, majd gélelektroforézist kovetéen a fehérjéket
nitrocelluléz membranra transzferaltuk, melyeket S22/23- vagy T143-
foszforilalt kardialis Tnl-ellenes antitestekkel jeloltiik, ¢és a szignalokat
rogzitettik. Ezen antitesteket a membranrol eltavolitva, a fehérjéket
foszforilaciotol  fuggetlen kardialis  Tnl-ellenes antitesttel  jelltiik.
Kemilumineszcens (ECL) modszerrel és autoradiografiaval tettiik lathatova a
jeleket, és egy normalizacios 1épést kovetden a relativ fehérje foszforilaciot

abrazoltuk, a kontroll csoport foszforilaciojat 100%-nak tekintve.

3.6. Rekombinans troponin komplexek karbonilacioja

Foszforilalt (Tnl-P) és nem foszforilalt Tnl-t (Tnl), TnC-t és TnT-t tartalmazo
rekombinans Tn komplexeket Fenton-kezelésnek vetettiink ala a fentieknek
megfelelden azzal a céllal, hogy megvizsgaljuk, hogy a Tnl foszforilacios
allapota befolyasolja-e a Tn komplex fehérjéinek karbonilacidjat. A Tnl
foszforilacios statuszat foszforilacio-specifikus antitestekkel igazoltuk. A
komplex fehérjéinek karbonildcidjat oxyblot esszével vizsgaltuk, a fehérjék
mennyiségét Sypro ruby festéssel hataroztuk meg. Normalizaciot kovetden a

fehérjék karbonilacios indexeit hasonlitottuk dssze.
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3.7. Izometrias er6mérések permeabilizalt szivizomsejt preparatumokon

A humén és egér szivekbdl szarmazod szivizomsejtek kontraktilis funkcidjat
izometrids erémérések soran vizsgaltuk. Az elézéleg eldkészitett, fagyasztott
bal kamrai szovetdarabokat felhasznalva mechanikai izolaciét kovetéen a
szivizomsejteket permeabilizaltuk, biztositva a kontraktilis funkciok kontrollalt
intracellularis koriilmények kozotti vizsgalatanak lehetéségét. Az egyedi
szivizomsejteket mechanikai mérérendszerhez rogzitettiik. A kivant, 1,9 vagy
2,3 um-es szarkomerhossz beallitasat kovetden ismételt aktivacids-relaxacios
ciklusokat alkalmaztunk, Ca®*-kontraktirakat valtottunk ki 15 °C-on. Az
oldatok Ca®-koncentracidjat negativ tizes alapa logaritmikus pCa
egységekben fejeztik ki (—logio[Ca**]=pCa). Az Ca’*-kontraktura kialakuldsa
soran mérheté a totdl eré (Fy), a Ca2+-ﬁigget1en passziv eré (Fpui),
szamithato a Ca®'-aktivalta izometrids aktiv erd (Fauiv) €s becsiilhetd az aktin-
miozin ciklus sebessége (Kyma). Ezen tal a Ca’*-eré Gsszefiiggés
megszerkesztésével informacié nyerhetd a kontraktilis rendszer Ca®'-

érzékenységérol (pCasp).

3.7.1. Poszttranszlacios fehérje modosulasok funkciondlis  hatdsainak
vizsgadlata

A fehérje foszforilacié hatasat in vitro PKA, az SH oxidacio reverzibilitasat és
hatasait SH-reagens DTT, mig a karbonilacido hatasait Fenton-reagens
alkalmazasaval tanulmanyoztuk. A sejtek egy részén a Fenton-kezelés utan
DTT-t alkalmaztunk, mig a sejtek egy masik csoportjan a foszforilacio és a
karbonilacio kozotti interakciok vizsgalata céljabol kombindlt kezeléseket
alkalmaztunk, igy a Fenton-kezelést PKA el6tt és utan, illetve protein-
foszfataz-1 (PP1c) és -2A (PP2Ac) utan alkalmaztuk. Az egyes kezelések elott

és utan a Ca’*-erd dsszefliggéseket rogzitettiik.
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3.8. Adatfeldolgozas, statisztikai analizis

A Ca®-eré6 osszefiiggéseket modositott Hill-egyenlettel, mig a gyors
hosszvaltoztatasi  mandvert  kovetd  eré-regeneralodast — egyvaltozos
exponencialis fliggvénnyel illesztettiik, meghatarozva annak sebességi
allanddjat (Kymax) @ maximalis [Ca®*]-nal. A kisérleti preparatumokbol kapott
adatokat egyedileg illesztettiik, az illesztett paraméterek atlagait mutatjuk be.

A disszertacio abrait GraphPad Prism (5.02 verzid) program segitségével
készitettem. Az adatokat atlag = SEM (mintakdzép hibéja) formaban tiintettem
fel. A mérési eredményeket megfeleléen megvalasztott Student-féle kétmintas
t-proba vagy egy-utas variancia-analizis (ANOVA) segitségével hasonlitottuk
ossze. Linedris regresszio analizist alkalmaztunk a Ca’’-érzékenységben
bekovetkezd valtozas (4ApCasg) és a fehérje karbonilacio kozotti osszefiiggés
vizsgélatara. Az atlagok kozotti kiilonbségeket akkor tekintettiik statisztikailag
szignifikansnak, ha a P érték kisebb volt 0,05-nél.
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4. Eredmények

4.1. Human szivizomsejtek kontraktilis fehérjéinek karbonilaciéja

Human szivizomsejteken Fenton-reakcio segitségével in vitro modellrendszert
alkalmaztunk a fehérje karbonilacio kivitelezésére. Az emelkedd
koncentracidban H,O,-t tartalmazé Fenton-reagens hatdsara a human
permeabilizalt szivizomsejtek fehérjéi fokozott karbonilaciét mutatnak. A
kontraktilis rendszert alkotd, karbonilalodo fehérjéket molekulaméret alapjan
azonositottuk: MLC-1 (20 kDa), aktin (43 kDa), dezmin (55 kDa), a-aktinin
(100 kDa), MyBPC (140 kDa) és MHC (200 kDa). A kontraktilis fehérjék
atlagos  karbonildciés indexe a Fenton-reagensben talalhaté H,0,
koncentracio6jatol fiiggden szigmoid emelkedést mutatott (Kontroll: 1,00+0,05;
0 uM H,0,: 1,05+0,06; 10° uM H,0,: 1,08+0,06; 10* uM H,0,: 1,27+0,07;
10° uM H,0,: 1,86+0,11; 3*10° uM H,0,: 3,38+0,32*; 3*10° uM H,0,:
6,22+0,75%; 10° uM H,0,: 6,80+0,82*; P<0,05). Egyes fehérjék (MLC-1,
MyBPC és a-aktinin) az atlagoshoz képest er6sebb, mig mas fehérjék (dezmin,
aktin, MHC) gyengébb karbonilaciét mutattak, jelezve a kontraktilis fehérjék
eltérd érzékenységét a karbonilacios hatasokra.

Ellman-reakciot hasznaltunk, hogy megvizsgaljuk a Fenton-reakcio indukalta
SH oxidacios hatasokat. A Fenton-reakcio lejatszodasat kdvetden az SH
csoportok oxidacidja kovetkezett be (kontroll: 471,6£59,1 pM/mg protein;
Fenton 10°: 201,6+2.4 pM/mg protein; P<0,05), azonban csak extrém magas
koncentracioban H,0,-t tartalmazo reagensek alkalmazasa hozott szignifikans
valtozast. A belsé kontrollként alkalmazott DTDP a vartnak megfeleléen
tovabb csokkentette a redukalt SH tartalmat (83,1+15,3 puM/mg protein;
P<0,05 vs. Kontroll), a DTT pedig bizonyitotta az SH oxidacio
revertalhatdsagat, mind DTDP (621,2+107,3 uM/mg protein; P<0,05 vs. DTT
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elétt), mind a Fenton-kezelést kovetéen (599,3+102,1 pM/mg protein; P<0,05
vs. DTT elétt). A Fenton-reakcié kovetkezményeként tehat a karbonilacio
mellett extrém magas H,0O, koncentraciok alkalmazasaval SH oxidacios
hatésok is kialakulnak.

A mechanikai mérdrendszerhez rogzitett, izolalt, permeabilizalt humdén
szivizomsejteken (n=6) a fentiekhez hasonldéan Fenton-kezelést alkalmaztunk,
hogy megvizsgaljuk a kontraktilis fehérjék karbonilaciojanak funkciondlis
kovetkezményeit. Elsdként az izometrids aktiv erdre kifejtett koncentracio-
fiiggd hatast tanulmanyoztuk. Az ismételt Fenton-kezelések soran rogzitettiik a
szivizomsejtek fénymikroszkopos képét. A kisérletsorozat teljes hossza alatt
sem kovetkezett be jelentds fénymikroszkoposan detektalhatd strukturalis
valtozas a szivizomsejtek szerkezetében. Ezzel szemben az F,,, fokozatos
csokkenését tapasztaltuk a fokozodd oxidativ hatdsra, azaz a H,0,
aszkorbinsav koncentracio mellett (Kontroll: 100,0%; Fenton 0: 98,9+3,3%;
Fenton 10% 95,0+3,9%; Fenton 10% 89,1+3,7%*; Fenton 10° 68,3+4,1%™;
Fenton 3*10% 54,9+4,7%*; Fenton 10% 36,0+3,7%*; Fenton 3*10*
3,5+1,6%*; Fenton 10° 0,3+0,1%%*; P<0,05). Az F,u-ban bekdvetkezd
valtozas Osszefiiggésbe hozhatd a miofilamentaris fehérjék fokoz6do
karbonilaciojaval. Az izolalt human szivizomsejtek egy masik csoportjan
(n=6) 3*10° uM H,0,-ot tartalmazé Fenton-reagenst alkalmaztunk, hogy
megvizsgaljuk, befolyasolja-e a karbonilacié a kontraktilis rendszer Ca®'-
érzékenységét (pCasg), 8Z Fuunt €8 a Fuupen-t. Masodik lépésként DTT
kezelést hajtottunk végre az SH oxidacié funkciondlis hatdsainak
tanulmanyozasara. A Fenton-reakcié hatisara a kontraktilis rendszer Ca”'-

érzékenységének egyértelmii csokkenését tapasztaltuk [pCaso(Kontroll):
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5,74+0,01; pCasg(Fenton): 5,65+0,01; P<0,05]. Ezen felil a kezelés
csokkentette az F, -t és jelentdsen novelte a Fpuent [Fuun(Kontroll):
11,39£1,63 kN/m%  F(Fenton): 8,66£1,06 kN/m**; F,..(Kontroll):
1,7240,21 kN/m?; F,uq(Fenton): 2,33+0,22 kN/m**; P<0,05]. Az aktin-
miozin ciklus sebességét jellemzd konstans és a Hill-koefficiens nem valtozott
a kezelés hatasara [Ky max(Kontroll): 0,68+0,06 1/sec; ki max(Fenton): 0,57+0,02
1/sec; nyi(Kontroll): 2,42+0,05; nyi(Fenton): 2,31+0,06; P>0,05]. A DTT
kezelés nem okozott valtozdst a fenti paraméterek egyikében sem
[pCaso(DTT):  5,63+0,01; Fuun(DTT): 7,14£1,10 kN/m?; Fpasszi(DTT):
2,4420,28 kKN/m?; Ky max(DTT): 0,55+0,07 1/sec; niy(DTT): 2,43+0,10; P>0,05

vs. Fenton; P<0,05 vs. Kontroll].

4.2. Posztinfarktusos szivizom-atépiilés egér szivekben a szivizomsejtek
szintjén

10 héttel a sebészi LAD ligaciot kovetden az egerek a bécsi laboratoriumban
szivultrahangos vizsgalaton estek at. A bal kamra szisztolés funkcidja a
kontroll csoporthoz képest kozel felére csdkkent az infarktus hatasara. Ezt
kovetéen az eltavolitott szivek Masson-trikrom festett metszetein
meghataroztuk az infarktusos teriilet nagysagat, mely atlagosan a bal kamra
50,3+5,7%-at tette ki.

Izometrias eréméréseket végeztiink mindkét csoportbol szarmazoéd izolalt,
permeabilizalt bal kamrai szivizomsejteken és meghataroztuk a kontraktilis
rendszer kiilonbozé  paramétereit. Az  infarktusos teriileten  twléld
szivizomsejtek kontraktilis rendszere alacsonyabb Ca’*-érzékenységgel volt
jellemezhet6 [Kontroll(1,9 pm): 5,81+0,02; MI Inferior(1,9 pm): 5,80+0,02;
MI anterior(1,9 pm): 5,73+£0,03*; Kontroll(2,3 upm): 5,91+0,02, MI
Inferior(2,3 um): 5,88+0,02; MI anterior(2,3 um): 5,81+0,03*; *P<0,05] mind
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az ellenoldali, nem infarceralodott teriiletr6l, mind a kontroll bal kamrakbol
szarmaz6 szivizomsejtekhez képest. A kontraktilis rendszer hosszfliggd
sajatossagai megtartottak maradtak az infarktusos bal kamrakban is, melyet az
egyes paraméterek szarkomerhossz novelésre bekovetkezd valtozésai
mutatnak. Az egyes csoportokban mért Fun, Fpusen €5 Krmax €rtékekben,
illetve a szivizomsejtek struktirajaban nem mutatkozott kiilonbség.

A csokkent Ca?*-érzékenység hatterében 4llo lehetséges mechanizmusok
feltérképezése kapcsan els6ként a Tnl specifikus foszforilacios allapotait
vizsgaltuk. A PKC-specifikus treonin 143 hely foszforilacigja hasonld
mértékiinek adodott mindharom csoportban. Ezzel ellentétben a PKA-
specifikus 22-es szerin aminosav alacsonyabb szintii foszforilaciojat mutattuk
ki az infarktusos teriiletr6l szarmazoé mintakban. Ezzel O0sszhangban, ezen
szivizomsejtek in vitro PKA kezelése, mely a PKA-fiiggd foszforilacios helyek
fokozott foszforilaciojahoz vezet, a Ca’*-érzékenység kismértékii, bar
statisztikailag szignifikans csokkenését eredményezte, mig a kezelés a kontroll
szivizomsejtekben nem idézett el valtozast.

Kovetkezd 1épésben az oxidativ fehérje modosulasok szerepét vizsgaltuk az
infarktus utdni szivizom-atépiilés részeként detektalt alacsonyabb Ca®'-
érzékenység hatterében. Az infarktusos teriiletrdl szdrmazd szivizomsejtek
aktinja jelent6sen kisebb mennyiségli redukalt SH csoportot tartalmazott a
kontrollhoz képest, ami ezen teriilet fokozott SH oxidaciojara utal (Kontroll:
83,8+6,2%; MI inferior: 62,5+10,3%; MI anterior: 49,1£10,6%*; P<0,05). In
vitro alkalmazott antioxidans DTT hatasara a redukalt SH csoportok
mennyisége szignifikdnsan megemelkedett (100%), ami az SH oxidéci

reverzibilitdsat bizonyitja. Ugyanakkor a DTT hatasara az MI anterior
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szivizomsejtek kontraktilis rendszerének Ca®*-érzékenysége nem véltozott
(pCasp(DTT elbtt): 5,79+0,02, pCaso(DTT utan): 5,76+0,02; P>0,05).

Oxyblot esszé segitségével vizsgaltuk a kontroll és infarceralt bal kamrakbol
szarmaz6 miofilamentaris fehérje homogenizatumok karbonilacidjat.
Kisérleteink soran az aktin (Kontroll: 1,00+0,04; MI inferior: 1,40+0,12; MI
anterior: 1,46+0,18*; P<0,05 vs. Kontroll) és a MHC karbonilacioja (Kontroll:
1,00+0,07; MI inferior: 1,46+£0,17; MI anterior: 2,06+£0,46*; P<0,05 vs.
Kontroll) jelentdsen magasabbnak adodott az infarktusos teriiletrdl szarmazé
mintdkban a kontrollhoz képest, mig az a-aktinin (Kontroll: 1,00+0,07; Ml
inferior: 0,95+0,09; MI anterior: 1,25+0,16; P>0,05) és a MyBPC (Kontroll:
1,00+0,14; MI inferior: 0,82+0,11; MI anterior: 0,70+0,14; P>0,05) esetében
hasonlé karbonilacids indexet kaptunk mindharom csoportban.

In vitro Fenton-reakcio segitségével vizsgaltuk az egér szivizomsejteken is,
hogy a miofilamentumok karbonilacioja 6sszefliggésben all-e az alacsonyabb
Ca®*-érzékenységgel. A Fenton-reakcié eredményeként intenziv fehérje
karbonilacio mellett enyhe SH oxidacids hatdsokat mutattunk ki (relativ SH
tartalom: Kontroll: 100,0+1,4%; Fenton: 77,8+3,5%; P<0,05), ezért a
tovabbiakban DTT kezelést alkalmaztunk az esetleges SH oxidacid
kikiiszobolése érdekében. Az infarktusos egérmodell vizsgalata kapcsan nyert
eredményekhez hasonldéan a Fenton-kezelést kdvetden szamos fehérje, tobbek
kozott az aktin és a MHC fokozott karbonilaciojat regisztraltuk, melynek
mértéke hasonld volt az infarktusos mintakban detektalt értékekhez. Ezen
hatast a kovetkezd 1épésben végzett DTT kezelés nem befolyasolta. A Fenton-
reagens ezen feliil szignifikinsan csokkentette a kontraktilis rendszer Ca®'-
érzékenységeét (pCaso(Kontroll):  5,76+0,03; pCaso(Fenton): 5,62+0,04;
P<0,05), melyet a tovabbiakban alkalmazott DTT kezelés nem befolyasolt.
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Ezen tul az infarktusos bal kamra két altalunk vizsgalt teriiletét (MI anterior és
inferior), valamint a Fenton-kezelést jellemzé pCasy érték kontrollhoz
viszonyitott csokkenése (ApCasp) és a relativ aktin (P=0,0264; r’=0,8661) és
MHC karbonilacié (P=0,0114; r?=0,9117) kozott linearis Osszefliggést
mutattunk Ki.

A fehérje foszforilacid és a karbonilacid kozotti esetleges interakciok
felfedésére a Fenton-kezelés Ca**-érzékenységre kifejtett hatasait vizsgaltuk
kiilonboz6 foszforilacios allapotokban, igy PKA alkalmazasa eldtt és utan,
valamint fehérje foszfatazokkal (PP1c vagy PP2Ac) tortént kezelést kovetden.
Az el6z6 eredményeinkkel 0sszhangban, a PKA kezelés nem mddositotta a
kontroll szivizomsejtek kontraktilis rendszerének Ca’?*-érzékenységét, sem a
Fenton-reakcio el6tt, sem pedig utana. Ezzel szemben a PPlc csokkentette,
mig a PP2Ac fokozta a Ca’*-érzékenységet. A Fenton-indukalta Ca®'-
érzékenység csokkenés mértéke hasonld volt a kindz és foszfatdz kezelésektdl
fiiggetleniil. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a Fenton-kezelés Ca®'-
érzékenységre kifejtett hatasa fiiggetlen a kontraktilis fehérjék foszforilaltsagi
allapotatol. Ezt tovabb erdsiti a rekombinans Tn komplexek Fenton-reagenssel
torténd kezelése, mely a foszforilalt és defoszforilalt komplexek hasonlo

mértéki karbonilacidjahoz vezetett, alatimasztva a fenti eredményeket.
5. Megbeszélés

5.1. Kontraktilis fehérjék karbonilicidoja befolyasolja a human
szivizomsejtek kontraktilitasat

Munkdm sordn a fehérje karbonilacidé kozvetlen hatésait vizsgaltuk a human
szivizomsejtek kontraktilis funkcioira. A fehérje karbonilacié kivaltasara
Fenton-reakciot alkalmaztunk, mely hidroxil gydkdk termelddését

eredményezi. Kisérleti elrendezésiink, a permeabilizalt szivizomsejtek
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alkalmazésa lehetévé tette, hogy az izometrids erdgeneraciot jellemzd
paraméterekben bekovetkez6 valtozas és a kontraktilis fehérjék karbonilacidja
kozotti kapcesolatot feltarjuk. Ennek eredményeként megallapitottuk, hogy a
kontraktilis proteinek karbonilacidja a szivizomsejtek vizualizalhatd
strukturalis karosoddsa nélkiil jelentdsen befolyasolja a szivizomsejtek
kontraktilis rendszerének miikodését, illetve annak szabalyozasat.

Kiilonbdz6 poszttranszlacids oxidativ fehérjemodosulasok (pl. SH csoport
oxidacio, fehérje nitrozilacio, fehérje karbonilacio, stb.) szerepérdl szamoltak
mar be korabban, melyek oxidativ stressz allapotok kapcsan kontraktilis
diszfunkcidhoz vezethetnek. A mechanizmust, ahogy az oxidativ hatasok
funkcionalis karosodashoz vezetnek, néhany esetben sikeriilt feltarni, azonban
gyakorlatilag nem rendelkeziink informaciéval a human szivizomsejtek
karbonilacioja és kontraktilis funkcidja kozotti Osszefiiggésekrdl. Ezen
oxidativ modosulds szerepérdl szamoltak be mar tobb korképpel kapcsolatban,
jobb szivfél elégtelenségben, iszkémia/reperfuzios karosodds kapcsan,
koronaria  mikroembolizaciét  kdvetden,  posztinfarktusos  szivizom-
atépiilésben. Ezek az adatok alatamasztjak, hogy a fehérje karbonilacioé egy
jelentés oxidativ marker, mely patofiziologiai szerepet jatszik szamos
koérfolyamatban.

Ebben a tanulmanyban a kontraktilis fehérjék karbonilaciojat Fenton-reakcio
segitségével idéztiikk el6 human permeabilizalt szivizomsejtekben. A reakcio
lejatszodasara bizonyitékok 4llnak rendelkezésre human szivelégtelen
mintakban és iszkémia/reperfuzios karosodasban, illetve ez a reakcid széles
korben alkalmazott in vitro koériilmények kozott, mint modellrendszer. Az
altalunk alkalmazott technika, az izolalt permeabilizalt szivizomsejteken

végrehajtott kezelések lehetové teszik a karbonilacid kontraktilis rendszerre
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kifejtett hatdsainak tanulmanyozéasat, ugyanis a permeabilizalt preparatumok
esetén nem kell szamolnunk a membran komponensek, az intracelluldris
organellumok és a Ca’’-homeosztazis elemeinek véltozasaival és azok
kovetkezményeivel. Természetesen a hidroxil gydk nemcsak karbonilaciot
okozhat, ezen szabad gyokkel kapcsolatban mds tipusti oxidativ médosulasok
szerepét sem zarhatjuk ki. Jelen tanulmanyban az irodalmi adatok alapjan is
joggal felmeriils6 SH oxidaciéra forditottunk figyelmet, de jelentés SH
oxidacioval Osszefliggésbe hozhatd funkcionalis hatidsokat nem detektaltunk.
Ezek az adatok alatamasztjak azt a hipotézist, miszerint ezek a valtozasok nem
az SH oxidacio, hanem a karbonilacié kovetkezményei. Ezt tdmogatja az a
tény is, hogy a kontraktilis rendszer fehérjéi fokozottan érzékenyek a
karbonilaci6 irant. Az altalunk alkalmazott emelkedd koncentraciok esetén
fokoz6dd fehérje karbonilaciot detektaltunk, ezzel parhuzamosan pedig a
szivizomsejtek fokozatosan csdkkend izometrids erd generalasara képesek. A
kisérleteink soran alkalmazott extrém koncentraciok és a kovetkezményesen
termel6dé szabad gyokok ilyen nagy mennyiségben kevéssé valdszinti, hogy
fiziologias korilmények kozott eléfordulnak a szervezetben. Habar, in vivo
lokalisan, bizonyos kompartmentekben nagy eséllyel termel6dhetnek olyan
mennyiségben hidroxil gyokok, melyek karbonilaciot indukalnak. Ebben az in
vitro kisérletsorozatban a hidroxil gyokok a szivizomsejtek kozvetlen
kozelében termelédtek és modositottak szamos miofilamentaris fehérje
szerkezetét, valamint a proteinek, végsd soron a szivizomsejtek miikodését.
Arra a kérdésre azonban nem kaptunk valaszt, hogy egyetlen fehérje vagy tobb
miofilamentaris protein karbonilaciéja felelés a megfigyelt mechanikai
valtozasokért. Az oxidativ fehérjemodosulasok a szivizomsejtek kontraktilis

fehérjerendszerét érintve vezetnek szisztolés és diasztolés diszfunkcidhoz
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oxidativ stresszallapotokban. Kisérleteink soran a fehérje karbonilacio
csokkentette az izometrias aktiv erét és a kontraktilis rendszer Ca”'-
érzékenységét. Ezen valtozasok kovetkeztében csokken a miokardialis
kontrakciok ereje és mindez szisztolés diszfunkcidhoz vezethet. Ezen feliil a
miofilamentumok karbonilciéja novelte a Ca’*-fiiggetlen passziv er6t, mely
egy lehetséges molekularis magyarazatként szolgalhat a szivizomsejtek
diasztolés szivelégtelenség kapcsan megfigyelt fokozott rigiditasaért.

A Ca’*-érzékenység csokkenésérdl, illetve kontraktilis diszfunkciorél szamos
olyan klinikai allapot kapcsan beszamoltak, melyek oxidativ stresszel jarnak
egyiitt. fgy a miokardialis stunning sordn megfigyelheté alacsonyabb Ca®'-
érzékenység hatterében is oxidativ hatasokat feltételeznek, habar a pontos
mechanizmus, a pontos target sejtkomponens még nem ismert. Tovabba, egy
posztinfarktusos  egérmodellben kimutattdk, hogy hidroxil gyokfogd
alkalmazasaval kivédhet6 a bal kamra infarktus utani koéros atépiilése és a
kovetkezményes bal kamra diszfunkcid. Jelen eredményeink azt sugalljak,
hogy a miofilamentumok karbonilacidja egy lehetséges 6sszekotd kapocs lehet
az oxidativ stressz és a csokkent Ca?'-érzékenység okozta kontraktilis

diszfunkcio kozott a fenti korallapotokban.

5.2. A Kkarbonilacio jelentésége a kontraktilis rendszer posztinfarktusos
remodellaciojaban

Munkdm masodik része a posztinfarktusos bal kamrai szivizom-atépiilést
vizsgalta egy egérmodellen 10 héttel a bal eliilsé leszallé koronaria artéria
lekotésével okozott szivinfarktus utdn. A globalis bal kamra diszfunkcid
hatterében vizsgaltuk az egyes bal kamrai szegmentumokbdl szarmazéd
szivizomsejtek kontraktilis funkcigjat, és ezaltal a régio-specifikus szivizom-

atépiilés tanulmanyozéasa volt a célunk. Az infarktusos eliilsd, valamint az
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infarktus altal kozvetleniil nem érintett tavoli, inferior bal kamrai teriiletekrol
szarmazo6 kardiomiocitakat elkiilonitve vizsgaltuk. Az infarktusos tertileten a
kontraktilis  rendszer  Ca’*-érzékenységének  csokkenését és  ezzel
parhuzamosan kifejezett oxidativ hatasokra wutalé kontraktilis fehérje
moddosulasokat (karbonilacid, SH oxidacid) figyeltiink meg. Emellett kontroll
egerekbdl szarmazd szivizomsejteken a human mintakhoz hasonloan szelektiv
fehérje karbonilacioval a Ca®*-érzékenység csokkenését sikeriilt elérni, mely
fiiggetlennek bizonyult a miofilamentumok foszforilacids statuszatdl. Tovabb
vizsgalva a karbonilacio és a Ca**-érzékenység csokkenése kozotti kapesolatot,
egy latszélagos linedris Osszefiiggést sikeriilt kimutatnunk a fehérje
karbonilacio és a Ca’*-érzékenység csokkenés mértéke kozott. [gy ezen
adataink is alatamasztjak, hogy a miofilamentaris fehérje karbonilacio képes a
kontraktilis rendszer Ca?*-érzékenységének csokkentésére. Ez a véltozas a
szivinfarktust koveten a heges teriileten tléld szivizomsejtekben kimutathato
és hozzajarulhat a posztinfarktusos regionalis bal kamra diszfunkcidéhoz.

A posztinfarktusos szivizom-atépiilés és a kovetkezményes bal kamra
diszfunkcid egy igen intenziven kutatott teriilet a kardiovaszkularis
fiziologiaban. T6bb tanulmany is alatamasztotta, hogy a kontraktilis rendszer
Ca’*-érzékenységének valtozdsa fontos szerepet jatszik a  szisztolés
diszfunkcid ¢és a posztinfarktusos szivelégtelenség kialakulasaban. A
szakirodalomban kiilonbdzé eredményeket taldlhatunk a Ca®'-érzékenység
valtozasanak iranyarol és mértékérdl az infarktust kovetd szivizom-atépiilés
folyamataval kapcsolatban. Ez az ellentmondasossag tobb tényezével is
magyarazhaté (pl.: eltérd modellek, iddbeli kiilonbségek, stb.), masrészt
viszont ezek az adatok mozaikként felépitve segithetnek megérteni a bal

kamrai remodellaci6 folyamatat. A fenti tanulméanyok elsésorban az infarktus
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altal kozvetleniil nem érintett bal, illetve jobb kamrai teriiletekre koncentraltak,
mig mi mind az infarktusos, mind a tdvolabbi bal kamrai teriileteket
vizsgaltuk.

10 héttel az infarktust kovetden az infarktusos teriileten sikeriilt taléld
szivizomsejt csoportokat azonositanunk, melyek csokkent Ca**-érzékenységgel
jellemezheték. A kontraktilis rendszer Ca’*-érzékenységét a kontraktilis
fehérjék, dontéen a Tnl és a MyBPC foszforilacios allapota hatdrozza meg
fiziologias koriilmények kozott. Ezzel Osszhangban mi is 0Osszefliggést
talaltunk a Tnl foszforilacidja és a Ca**-érzékenység kozott, bar eredményeink
Osszességében arra utalnak, hogy sem a PKA-, sem a PKC-fiiggd Tnl
foszforilacio kozvetleniil nem felelds az infarktusos teriiletr6l szarmazoé
szivizomsejtekben megfigyelt alacsonyabb Ca®*-érzékenységért, ami felveti
mas molekularis mechanizmus, mint példaul oxidativ fehérje modosulasok
szerepét. A tobbféle oxidativ mddosulas koziil az SH oxidacié és a human
mintakon kapott eredményeink alapjan a karbonilacié szerepe joggal meriilt fel
a Ca?*-érzékenység csokkentésében. Kisérleteink arra engednek kovetkeztetni,
hogy a kismértékii SH oxidacid, melyet az infarktusos teriiletrdl izolalt
szivizomsejtekben detektaltunk nem jatszik szerepet az infarktusos teriiletre
jellemz® alacsonyabb Ca?*-érzékenység meghatarozasaban.

A fehérje karbonilacid, mint a sulyos oxidativ stressz markere szamos
tanulmanyban felmeriilt a posztinfarktusos remodellacio résztvevdjeként. Jelen
kisérletsorozatban az aktin és a MHC fokozott karbonilaciojat mutattuk ki az
infarktusos szivizomsejtekben. A karboniladcid esetleges patofizioldgiai
szerepének tisztazdsara in vitro kisérleteket végeztink kontroll egér
szivizomsejteken is, melyek soran hidroxil gyokok képzoédését indukalva

sikeriilt az aktin és a MHC karboniléciojat kivaltani. Kovetkezd 1€pésben a

24



karbonilacié és a Ca®*-érzékenység csokkenés mértéke kozott mutattunk ki
pozitiv korrelaciot, az in vitro és az in vivo adatokat is figyelembe véve.
Eredményeink az irodalmi adatokkal dsszhangban azt tiikrozik, hogy az eltérd
tipusi  poszttranszlaciés fehérje modosulasok  (fehérje  foszforilacio,
karbonilacid) jelent6sen befolyasoljak a kontraktilis rendszer miikodését,
foként a Ca’*-érzékenységet. Mivel a kontraktilis rendszer miikodésének
szabalyozasaban résztvevd enzimek aktivitdsit a szabad gydkok okozta
oxidativ valtozdsok is modosithatjdk, a tovabbiakban a karbonilacido és a
foszforilacié kozotti osszefiiggések vizsgalatara tettiink kisérletet. A PKA ¢és
kiilonboz6 foszfatdzok alkalmazadsa soran azt tapasztaltuk, hogy a fehérjék
foszforilacids allapota nem befolyasolja a karbonilacié hatasara bekdvetkezd
Ca?*-érzékenység csokkenés mértékét.

Osszefoglalva tehat adataink arra utalnak, hogy az experimentalis szivinfarktus
kapcsan 1étrejove  fehérje karbonilacio a kontraktilis rendszer Ca?'-
érzékenységének csokkenéséhez vezet az infarktusos teriiletr6l szarmazo
szivizomsejtekben, s0t ez az irreverzibilis fehérje moddosulas egyéb
mechanizmusok akar ellenkez6 iranyG hatasait is képes felilirni. Az
infarktusos teriilet szivizomsejtjeiben a miofibrillumok karbonilacidja a
posztinfarktusos kontraktilis diszfunkcié egyik meghatarozo tényezdje lehet,
ugyanis a Ca**-érzékenység csokkenése kovetkeztében a miokardium

hipokontraktilissa valhat, hozzajarulva a globalis bal kamra diszfunkciohoz.
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6. Osszefoglalas

A  miokardidlis infarktus ¢és az infarktust kovetd szivizom-atépiilés
kovetkeztében kialakuld szivelégtelenség komoly népegészségiigyi problémat
jelent napjainkban. A folyamat hatterében all6 molekularis mechanizmusok
feltérképezése hozzajarulhat a patofiziologia jobb megértéséhez, ezaltal
esetlegesen 1) terapids célpontok taldlasahoz. Az akut esemény ¢és
posztinfarktusos remodellacié egyarant oxidativ stresszallapot, melyek soran
oxidativ poszttranszlaciés fehérje médosulasokkal kell szamolnunk.
Kisérleteink sordn human szivizommintakat felhasznalva tanulmanyoztuk a
miofilamentaris fehérje karbonilacid kontraktilis rendszerre kifejtett hatasait,
valamint a fehérje karbonilacié posztinfarktusos szivizom-atépiilésben
betdltott szerepét vizsgaltuk egy infarktusos egérmodellben.

Vizsgalataink soran az aldbbi 0j megallapitasokat tettiik: 1) Az izolalt
szivizomsejtek kontraktilis fehérjéinek karbonilacigja in vitro koriilmények
kozott a Fenton-reakcid segitségével kivalthatd. 2) A miofilamentumok
karbonilacioja kozvetlen hatassal van a kontraktilis rendszer miikddésére,
befolyasolva az izometrids aktiv erét, a szivizomsejtek passziv fesziilését,
illetve a kontraktilis rendszer Ca?*-érzékenységét. 3) Szivinfarktust kovetden
csokken a kontraktilis rendszer Ca’’-érzékenysége az infarktus altal
kozvetleniil érintett bal kamrai teriileteken. 4) A posztinfarktusos Ca?'-
érzékenység csokkenés hatterében a fehérje karbonilacid meghatarozo
jelentségi.

Eredményeink alapjan a miofilamentéris fehérjék karbonilacidja kozvetleniil
befolyasolja a szivizomsejtek kontraktilis rendszerének miikodését, jelentds
szerepet jatszik az infarktust koveté bal kamrai szivizom-atépiilés
folyamataban, hozzajarulva ezzel a posztinfarktusos bal kamra diszfunkcio

kialakulasahoz.
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