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1. Bevezetés

Az utébbi évtizedekben intenziven tanulmdnyoztdk a reaktiv oxigén szabadgyokok
(ROS) molekuldris szintli hatdsait és azoknak a sejtek és szervek funkcidéjdban megnyilvanul6
kovetkezményeit. Leirtdk a szabalyozott koriilmények kozott kis mennyiségben termelddd
ROS fiziolégids funkcidit, ugyanakkor vildgossd valt, hogy az oxidativ stressznek szamos
koérallapot kialakuldsdban meghatdrozd szerepe van. Ezen koréllapotok koziil kiemelhetd a
szivelégtelenség €s az ischaemids-reperflizios karosodds. Szamos kisérletben bizonyitottdk a
szivizomsejteket ér6 oxidativ stressz kontraktilis funkciora kifejtett karos hatasat, és
vizsgéltdk ennek szertedgazé molekuléris hatterét. Mai tuddsunk szerint a szabadgyokok
sokféleképpen reakcidba léphetnek nukleinsavakkal, lipidekkel, fehérjékkel, és karosithatjak
ezek mikodését. Ezen kédrosoddsok nagyon sok esetben irreverzibilisek, és az oxidacié a
makromolekuldk végleges funkciéromldsiat eredményezi. Azonban a fehérjék cisztein
oldallancain jelen levd szulfhidril (SH) csoportok oxidécidja tobbnyire reverzibilis. Ez a
reverzibilitds lehetdvé teszi a SH csoportok redox reguldcidban megfigyelt szabdlyozé
szerepét, és megadja oxidativ stressz sordn a szabadgyokokkel szembeni védelemben és az
adaptiv vdlaszban betoltott jelentdségét. Egyre tobben tanulményozzdk az SH csoportok
oxidativ hatdsra bekovetkezd  vdltozdsait, ennek funkciondlis kovetkezményeit,
legkiilonboz6bb betegségekben megfigyelhetd szerepét, és a sejtek redox homeosztizisdban
betoltott funkcidjat. Fehérjék SH csoportjait a ROS-hoz hasonléan reaktiv nitrogén
szabadgyokok (RNS) és szdrmazékaik is képesek oxidélni, koztiik a sokat vizsgalt peroxinitrit
is, valamint oxidéaciéjuk SH specifikus oxidaloszerekkel szelektiven tanulmanyozhato.

Jelen munka a szivizomsejtek myofibrillaris fehérjéinek szulthidril csoportjain
bekovetkezd oxiddcidval, és ennek a kontraktilis funkcidra kifejtett kovetkezményeivel
foglalkozik. Bemutatjuk egy SH specifikus oxidaldszerrel (2,2’-ditiodipiridin, DTDP) és
peroxinitrittel humdn mintdkon végzett vizsgilataink eredményeit. In vitro kisérleteink sordn
mindig egymds mellett tanulmanyoztuk az oxid4cié6 hatdsara kialakul6 mechanikai
véltozasokat €s ezek biokémiai hatterét. Kiilonos figyelmet szenteltiink az SH oxidacié altal
kivéltott véltozdsok revertdlhatésdganak vizsgdlatara, melynek szerepe lehet a karos
elvéaltozasok kialakuldsdnak megeldzésében és kezelésében egyarant. Vizsgéltuk tovéabba,
hogy a peroxinitrit &ltal kivéltott kontraktilis depresszidhoz milyen mértékben és

koriilmények kozott jarul hozzd a SH oxiddcié. Munkédnkban bemutatjuk a myofibrillaris



fehérjék SH oxidéaci6janak és az aktin-miozin ciklus karosodott Ca2+—reguléciéjénak

Osszefiiggéseit human szivizomban.

1.1. Szabadgyokok és a hatasukra kialakulo oxidativ és nitrozativ stressz

A sejtekben az intermedier anyagcsere sordn, illetve enzimatikus és nem enzimatikus
uton tokéletleniil redukélt oxigénszdrmazékok keletkeznek. Ezek rendkiviil reaktivak és egy
vagy tobb pdrositatlan spint elektront tartalmaznak, vagyis szabadgyokok. Az oxigént
tartalmazd szabadgyokoket reaktiv oxigén szabadgyokoknek (ROS-nek), mig a nitrogént
tartalmazdkat reaktiv nitrogén szabadgyokoknek (RNS-nek) nevezi a szakirodalom. Az emlds
sejtekben az élettani folyamatok sordn ROS termelddése elsOsorban a mitokondriumokban
zajlo oxidativ foszforildcidhoz, és a normdlis celluldris aerob metabolizmushoz kotétt.
Szabadgyokoket termelnek a mitokondridlis elektron transzportldnc enzimei: a xantin-oxidaz,
a NADPH-oxiddz, a nitrogén-monoxid-szintdz, a citokrém p450, tovdbba cikooxigendz
izoenzimek, a lipoxigendzok , és a monooxigendzok. A ROS-k és szarmazékaik kdrosithatjak
a sejtek miikodését, ezért a sejtek a szabadgyokok szintjét szabdlyozo tobbszoros antioxidans
védelemmel rendelkeznek. Ilyen antioxiddns védelmet biztosit a sejtekben a szuperoxid-
diszmutdz rendszer, a kataldz, a glutation-peroxidéz rendszer, a tioredoxin és a ROS-t termeld
folyamatok nagyfoki kompartmentalizicidja. Nem enzimatikus tdton torténd szabadgyok
elimindcidoban az antioxiddns hatdsi anyagok jatszanak jelents szerepet. Kiemelkedd
fontossdgui ezek koziil a C-vitamin, E-vitamin, A-vitamin, ubikinon, fehérjék szulfhidril
csoportjai, valamint a glutation.

Az él6 szervezetben folyamatosan termelédé ROS-et a sejtek védekezd
mechanizmusait képezd antioxiddns molekuldk, enzimek folyamatosan inaktivaljak,
elimindljdk. Koéros koriilmények kozott ezen antioxiddns rendszerek —elégteleniil
mukodhetnek, vagy a ROS fokozott mértékben termelddhetnek, mely meghaladhatja az
antioxidans rendszerek kapacitasat. Ezaltal a kiillonb6z6 makromolekuldk oxidacidja jon 1étre,
ami a sejtek funkciondlis és morfoldgiai kdrosoddsdhoz vezet. Ezt a jelenséget oxidativ
stressznek nevezziik. Oxidativ stressz sordn nukleinsavak, proteinek, szénhidratok, lipid
molekuldk karosodnak. A fehérjék oxiddciéja aminosav oldallancaik mddosulasat,
keresztkotott protein aggregdtumok kialakuldsdt, valamint a polipeptid ldnc hasitdsat
eredményezi. Az aminosav oldallincok moddosuldsai koziil legfontosabbak a cisztein

oldallancok SH oxiddcidja, a lizin, arginin és prolin aminosavak karbonildciéja és a tirozin



oldaldncok nitrdléddsa. A makromolekuldk oxidativ stressz hatdsdra kialakulé véltozdsai
mutagenezist, karciogenezist, metabolikus folyamatok megvéltozasat, fehérje inaktivaciot
eredményezhetnek. Jelenleg az oxidativ stressznek szdmos betegség és korfolyamat
pathogenezisében ismert kozponti szerepe. Ilyenek a ischaemids-reperfizios kéarosodas, a
szivelégtelenség, az atherosclerosis, daganatos megbetegedések, az Alzheimer-kér, az

oregedés folyamata, az apoptozis és a szivizom hypertrophia kifejlodése.

1.2. Szulfhidril csoportok és jelentéségiik

Az intracelluldris fehérjék cisztein oldalldncain jelen levd szulfhidril (tiol, SH)
csoportoknak sokrétli szerepiik van az eukariéta sejtekben. Proteinek SH csoportjai kdzponti
szerepet toltenek be katalitikus folyamatokban, elektron transzferben, fehérjék struktdrdjanak
kialakitdsdban és szdmos enzim aktiv helyén taldlhaté cisztein. Ugyanakkor sok SH
csoportnak nincs metabolikus funkcidja, viszont részt vesznek az antioxiddns védelemben és
az intracelluldris redox allapot fenntartdsdban.

Fehérjék SH csoportjai kifejezetten érzékenynek bizonyultak mind oxigén, mind
nitrogén tartalmi szabadgyokokkel szemben. Fehérjék SH csoportjai oxidativ hatdsra
tobbféleképpen alakulhatnak at. Proteinek (P) SH csoportjai egymdéssal reagélva intra- €s
intermolekukaris diszulfid hidak (PSSP) kialakuldsiat eredményezi. Ezen reakcié nagyon
fontos tulajdonsdga, hogy reverzibilis, akarcsak a vegyes diszulfidok kialakuldsa, az S-
tiolacié. Ez utdbbi sordn kis molekulatomegii tiolok (cisztein, homocisztein, glutation stb.)
kapcsolédnak a fehérjék SH csoportjaihoz. Jelentdségénél fogva kiemelhetd ezek koziil a
glutation kapcsolddasa, az S-glutationildcié (PSSG). Reverzibilis a NO és a fehérje SH
csoportja kozotti reakcid kovetkeztében megvaldosuld S-nitrozildcié (PSNO) is. Tovédbba
lehetséges a SH csoportok irreverzibilis oxiddciéja is szulfinsavvd (PSO,H) vagy

szulfonsavva (PSO;H) (1. dbra).
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1. abra. Fehérjék szulfhidril csoportjainak lehetséges oxidativ médosulasai

Jelenlegi tuddsunk szerint a cisztein oldallincok oxidativ poszttranszlacids
moédositasdnak élettani és korélettani szerepe egyardnt van. Mindezidéig tobb enzim esetében
mutattdk ki kritikus cisztein oldalldncdnak oxidéci6éjan keresztil megvaldsulé redox
reguldcidjat. Ezek kozott taldlunk transzkripcidban, transzlacidéban, degradicidban,
metabolikus folyamatokban részt vevé enzimeket egyarant. Szulfhidril csoportoknak tovabba
szerepet tulajdonitanak a sejtek redox homeosztdzisinak fenntartdsdban is. Az oxidativ
hatdsokra igen érzékeny SH csoportok mddosuldsa oxidativ stressz sordn valdsziniileg az
els6k kozott kovetkezik be. Ezéltal a sejtek oxidativ dgensekkel szembeni védelmében fontos
szerepet toltenek be. Jelenleg kevés adatunk van arra vonatkozdan, hogy oxidativ stressz
soran a proteinek SH oxidécidja specifikusan torténik-e, €s ezt a specificitdst mi eredményezi.

A SH oxidaciét tobb betegségek kialakuldsaval és korfolyamattal hoztdk
Osszefiiggésbe. Myocardidlis fehérjék ischaemias-reperfizids karosodas alatti SH
oxidacidjardl is beszadmoltak. A szakirodalomban kutatva kevés adatot taldltunk a
myofibrillaris fehérjéket ér6 SH oxidacié €s a kontraktilitds Osszefiiggésének vizsgalatat

illeten, és nem rendelkeziink ismeretekkel ennek human vonatkozdsaival kapcsolatban.

1.3. Peroxinitrit

A peroxinitrit (ONOO) egy erélyes oxidaldszer, mely szuperoxid-anionbdl és NO-bol

irreverzibilis tton keletkezik. A peroxinitrit alkalikus kdzegben stabil anionként viselkedik,



azonban féléletideje jelentdsen lerovidiill semleges pH-n. A peroxinitrit a fehérjékkel
elsdsorban tirozin oldalldncokon reagal, nitrotirozin képz6dését eredményezve. A peroxinitrit
kisebb affinitdssal, de proteinek SH csoportjaival is reakcidba léphet, oxidalva ezeket. A
peroxinitrtit altal indukélt nitrotirozin képzodést kiterjedten vizsgaltdk és ennek
eredményeképpen jelentdségérdl egyre tobb adattal rendelkeziink. Ezzel szemben korlatozott
ismereteink vannak a peroxinitrit SH csoportokon kifejtett hatdsar6l. Tébb tanulméanyban
leirtdk a peroxinitrit kontraktilis mechanikat karosité hatasat, melyet Osszefiiggésbe hoztak
ischaemids-reperftzids kdrosodds, szivelégtelenség sordn kialakulé és proinflammatdrikus

citokinek altal indukalt myocardidlis diszfunkciéval.

1.4. Ischaemias-reperfiizios karosodas és szivelégtelenség

A szivizomzatot érd dtmeneti ideig tarté ischaemidval és azt kdvetd reperfiizidval
szamos klinikailag j61 definidlt helyzetben szdamolhatunk. fgy pl.: instabil angina esetén, acut
myocardidlis infarktus spontdn, thrombolysis, vagy coronaria intervencié miatt bekdvetkezd
korai reperfizidja kapcsdn, cardioplegidval egyiitt jar6 nyitott szivmutétek és
szivtranszplantaciok sordn, s6t ischaemids szivbetegek terheléses kardioldgiai vizsgalata alatt
is. A ischaemids-reperfizids szivizom karosodds (kabult myocardium, “stunning”) soran
kialakul6 reverzibilis véltozasok a pumpafunkcié csokkenését eredményezik.

Ma mar tudjuk, hogy az ischaemids periddus alatti sejtkéarosité folyamatok (ischaemiés
karosodas) lényegesen eltérnek a reperfuzié alatt bekovetkezd celluldris jelenségektol
(reperfizids karosodas). A celluldris valtozdsok rendkiviil sokrétiiek (Ca2+ tdlsly,
szabadgyokok okozta karosodds, proteolitikus folyamatok aktivdlédasa, energiahidny,
membrankdrosodds, hiperkontraktilitds, stb.), és nem teljes mértékben feltartak. Az
ischaemids-reperftzids funkciézavarok hétterének részleteiben torténd megértése ezért még
vdrat magara.

Szamos egymadstdl fiiggetlen laboratériumban in vitro és in vivo éllatkisérletekben
bizonyitottdk, hogy a reperfizi6 alatt jelentds oxigén-szabadgyok képzodéssel kell szamolni.
A képz0dd szabadgyokok mennyiségét ardnyosnak taldltdk az ischaemia sdlyossdgdval. A
pontos pathomechanizmus, illetve a szabadgyokok hozzdjaruldsa a kontraktilis depresszio
kialakuldsahoz egyel6ére még részleteiben nem tisztazott. Feltételezhetd tovabbd, hogy a ROS
a kontraktilis fehérjék szelektiv karositdsa titjan hozzdjarulhatnak a myofilamentéris rendszer
Ca’*-érzékenységének csokkenéséhez. Ezen mechanizmusban egyes szulfhidril csoportok

oxidacidjanak szerepét is gyanitjdk. Ezen tdl tobb tanulminyban a peroxinitritet az



ischaemids-reperftzids kdrosodds sordn megfigyelt myocardidlis dysfunkcié kialakuldsdban
jelentds tényezonek tekintik.

A szivelégtelenség egy olyan komplex korkép szertedgazd etioldgidval, melyet romld
szivizomfunkcioval és a szervezet szamdra elégtelen perctérfogattal jellemezhetiink.
Kialakuldsdban a szivizom koros atépiilése, megvaltozott hemodinamika, a neurohumoralis
rendszer aktivacidja, citokinek fokozott termelddése és az endothel kéros miikodése mellett
feltehetden az oxidativ és nitrozativ kdrosoddsoknak is szerepe van. Ismeretlen azonban, hogy
az oxidativ elvéltozasok, kiilonds tekintettel az SH oxidéacidra, milyen mechanizmuson
keresztiil és milyen mértékben jarulnak hozza a szivelégtelenség kialakuldsdhoz, és hogyan

karositjdk a kontraktilis rendszer fehérjéit.

1.5. Antioxidansok alkalmazasaval kapott eredmények

Oxidativ stresszel kapcsolatos kutatdsok alapjan komoly lehetdségeket littak egyes
cardiovascularis kérallapotok antioxidans terdpidjaban. Sajnos az ehhez flizott remények csak
részben igazolddtak. Az alapkutatdsban és a klinikumban is az antioxiddnsok preventiv és
terapids jelleggel torténd adasdval kapcsolatos eredmények a sok biztaté megfigyelés ellenére
sem egységesek. Tobb kutat6 laboratérium vizsgalta ischaemids-reperfuziés karosodas in vivo
€s in vitro modelljeiben kiilonb6z6 redukaldszerek hatasat. A kapott szertedgazo eredmények
okai lehettek a kiilonbozd kisérleti dllatfajok, az ischaemia id6tartama, az ez alatt fenndllé
kollateralis vérkeringés, az antioxiddns alkalmazisdnak id6pontja és mobdja, és a
cardioprotekcié vizsgdlatanak kiilonb6z6 végpontjai. Kiilonbozé betegszami klinikai
tanulmanyokban vizsgaltdk N-acetil-L-ciszteint (NAC), E- és C-vitamin hatdsat. Az eddigi
vizsgélatok kozott egyarant taldlunk pozitiv, negativ és semleges eredménnyel zarultakat. A
nagy klinikai tanulmdnyok a komoly erdfeszitések ellenére sem tisztiztdk még az
antioxidansok adasdnak cardiovascularis betegségek terdpidjaban betoltott szerepét és modjat.
A leirt allat kisérletek és humaén vizsgilatok tapasztalatai mutatjdk, hogy az oxidativ
karosodas reverzidjdnak és prevencidjanak kérdését a szervezet szintjén rendkiviil komplex

tényezOk egylittese hatdrozza meg.



1.6. Célkitiizések

Tudoményos kutatdsainkban célul tiiztiik ki:
1. A szivizom fehérjék SH oxididcidjanak a kontraktilis funkcidra gyakorolt hatdsat
megvizsgalni human permeabilizalt szivizomsejteken.
2. A fehérjék SH oxidéacidjanak revertdlhatésagat tanulmanyozni kiillonb6z6é SH specifikus
redukéldszerekkel: ditiotreitollal, redukalt glutationnal és N-acetil-L-ciszteinnel.
3. Azonositani a mechanikai valtozdsokért felelos SH-oxidalt fehérjéket.

4. Peroxinitrit kontraktilitast-csokkentd hatdsanak SH-oxidativ komponensét meghatarozni.

2. Modszerek

2.1. Etikai vonatkozasok

Humén donor szivizom mintdk feldolgozdsa a World Medical Assosiation altal kiadott
Helsinki Deklardciénak megfeleléen tortént. A kisérletek végrehajtdsat a Magyar
Egészségiigyi Minisztérium (No. 323- 8/2005-1018EKU) és a Debreceni Egyetem Etikai
Bizottsdga (No. DEOEC RKEB/IKEB 2553-2006) is jévahagyta.

2.2. Mechanikai mérések izolalt szivizomsejteken

A szivizomsejteket a —80 °C-on tarolt humdn szivizom mintédk felolvasztdsa utdn mechanikus
dton izolaltuk. A membranjaitdl megfosztott szivizomsejteket szilikon ragasztd segitségével
rogzitettiik a mechanikai mérérendszeren. Az erémérések soran hasznalt Ca**-mentes relax4l6
oldat (pCa 9) és a Ca**-tartalmd aktivald oldatok (pCa 7-4,5) osszetételét Fabiato szerint
(1979) szamitottuk. Az izometrids kontraktilis erdt a szivizomsejt relaxalé oldatbol Ca’*-
tartalmd aktivalé oldatba torténd atvitelét kovetden mértiik. Az izometrids csucserd (Fiow)
kifejlédése utin meghatdroztuk az aktin-miozin ciklus sebességére jellemzd kinetikai
paramétert (ky). Az Un. passziv er6komponenst (Fpass.iv) a Ca’* kontraktirak utdn relaxalé
oldatban mértiik. A Ca®*-aktivalt izometrids erét (F,) a kovetkezd képlet szerint szamoltuk:

Fo=Fioui-Fpassziv- A kontraktilis rendszer Ca2+—érzékenységének (pCasp) meghatarozasara a



szubmaximdlis Ca** koncentraciékndl mért erdértékeket a maximalis aktivacional kapott
er6értékekre (Fiax) normalizaltuk.

Kisérleteinkben oxiddloszerekként a ditiotipiridint (DTDP) és peroxinitritet
alkalmaztuk. Redukalészerek koziil a ditiotreitolt (DTT), a redukalt glutationt (GSH) és az N-

acetil-L-ciszteint (NAC) hasznaltuk méréseink soran.
2.3. Biokémiai médszerek

A vizsgalt kontraktilis véltozdsok biokémiai hatterének tisztazdsahoz tobbféle
moédszert alkalmaztunk. A kontraktilis fehérjék szulfhidril tartalmdnak kvantitativ véltozdsait
az SH specifikus Ellman regenssel vizsgaltuk. A myofibrilldris fehérjék biotinilacidjaval és
Western blot analizisével az egyes fehérjék szintjén bekodvetkezd valtozdsokat detektaltuk. A
kontraktilis véltozdsokért felelés SH-oxidélt fehérjék azonositisa érdekében a biotinilélt
myofibrillaris fehérjékbdl a miozin konnyt lanc 1-et (MLC1) és a cardidlis troponin I-t (cTnl)
immunprecipiticioval vélasztottuk el. A mechanikai és biokémiai méréseinkbdl szarmazo
adatok megbizhat6 Gsszevethetdsége érdekében hasonld kisérleti koriilmények (hdmérséklet,
inkubaciok id6tartama) megteremtésére torekedtiink a kiillonb6z6 modszerek alkalmazasa
soran. Tovdbba a mechanikai és biokémiai kisérleteinkben ugyanolyan mdédon eldallitott

izolalt, permeabilizalt szivizomsejteket tartalmaz6 homogenizatumot hasznaltuk.

3. Eredmények
3.1. Myofibrillaris fehérjék SH oxidaci6janak kontraktilis kovetkezményei

Humén kamrai szivizomsejteken tanulmdnyoztuk a SH oxidicié aktiv és
passziv er6re, valamint az aktin-miozin ciklus keresztkotési kinetikdjat jellemzd k,
paraméterre gyakorolt hatdsit ismételt izometrids Ca**-kontraktdrak kivéltdsdval. DTDP
egyre novekvd koncentricidinak hatdsira a Ca’*-aktivalt maximalis eré csokkenését
tapasztaltuk. Az itt alkalmazott legmagasabb DTDP koncentricié (10 mM) az erét
gyakorlatilag nulldra csokkentette. Ezt kovetden szekvencidlisan haszndlt 10 mM DTT az F,-t
a kontroll érték 77,6%-ra hozta vissza, bizonyitva a DTDP éltal kivaltott kontraktilis funkci6
karosodds reverzibilis voltat. Erdekes, hogy sem az er6 csokkenését, sem a novekedését nem

kisérte a szivizomsejtek harantcsikolatanak mikroszkop alatt 1athat6 véaltozasa. Megfigyeltiik,



hogy a DTT ©nmagdban, eldzetes oxidaloszerrel torténd kezelés nélkiil, nem befolydsolta
szignifikdnsan a Ca®*-aktivalt maximalis er6t.

Ezt kovetéen meg akartunk bizonyosodni, hogy a kialakult kontraktilis valtozdsok
hatterében a SH csoportok oxidacidéja all. Ehhez 6sszehasonlitottuk DTDP emelked6
koncentriciéinak a Ca**-aktivdlt maximalis er6re és a kontraktilis fehérjék SH tartalmara
gyakorolt hatdsit. A SH csoportok redox dllapotanak valtozdsit myocyta
homogenizdtumokban SH specifikus Ellman reagenssel hatiroztuk meg. Ezen kisérletek
szerint a DTDP novekvd koncentracidi daltal kivaltott erd csokkenést a fehérjék SH
csoportjainak paralell oxidicidja kisérte. Az er6 nagymértékii csokkenése azonban csak
alacsonyabb SH tartalom mellett kovetkezett be. Ellman reagenssel torténd meghatdrozas
alapjdn a DTT képes volt a SH csoportokat teljes mértékben revertdlni. A DTT 6nmagédban
alkalmazva a fehérjék redox stituszaban sem idézett el6 szamottevd véltozast.

Kovetkezd 1épésként a SH oxiddcié myofibrilliris mechanikdra gyakorolt
hatdsat részleteiben vizsgaltuk. Ehhez 2,5 mM DTDP koncentraciét alkalmaztunk, mely a
DTDP koncentricié-hatds gorbéje alapjan kozel felére csokkentette a Ca**-aktivélt maximalis
erét. DTDP hatdsédra a Ca®*-érzékenység csokkenését talaltuk, vagyis a Ca**-erd gorbe jobbra
tolédott (ApCasp = 0,22 £ 0,02; p<0,01 vs. kontroll). 10 mM DTT szekvencidlis alkalmazasa
DTDP-t kivetéen revertdlta a Ca**-aktivalt maximélis er6t és a Ca**-érzékenységet egyarént.
Az Snmagdban alkalmazott DTT kezelés nem befolydsolta sem az aktiv erét, sem a Ca**-
érzékenységet. A relaxdlé oldatban meghatdrozott passziv er6 DTDP hatdsdra kissé
fokozddott, majd ezutan végzett DTT inkubéciot kovetden ezen magasabb értéken maradt. Az
aktin-miozin ciklus kinetikdjat maximalis Ca**-koncentraciénal jellemz6 Ky, max paraméter 2,5
mM DTDP hatasara 1,07 + 0,04 1/s értékrol 0,8 + 0,05 1/s-ra csokkent. Szekvencialisan
alkalmazott DTT ezen paraméter teljes reverzidjat eredményezte (Kymax = 1,11 £ 0,05 1/s).
DTT 6nmagdban a keresztkotési kinetikét sem véltoztatta meg.

Megvizsgaltuk a DTDP 4ltal kivaltott SH oxidicié egyéb redukdldszerekkel, a
fiziol6gidsnak tekinthetd GSH-nal és a mindennapos gydgydszatban hasznélt NAC-nel,
torténo reverzidjat. A DTT-vel szemben, 2,5 mM DTDP alkalmazésat kovetéen 10 mM GSH
és NAC csak részlegesen volt képes revertdlni az oxidéacié éltal okozott SH tartalom
csOkkenését Ellman reakcidk alapjan. A szabad SH csoportok mennyisége a kontrollhoz
képest 2,5 mM DTDP-t kovetden 14 + 2% volt, 2,5 mM DTDP + 10 mM GSH utén 34 + 8%,
2,5 mM DTDP + 10 mM NAC utin pedig 30 + 4% (p < 0,05 vs. 2,5 mM DTDP mindkét

esetben). Azonban ezen redukdlészerek 100 mM  Kkoncentraciéban alkalmazva



hatékonyabbnak bizonyultak a reverziéban. SH tartalom 2,5 mM DTDP + 100 mM GSH
esetében 79 + 3%, 2,5 mM DTDP + 100 mM NAC esetében 68 + 15% volt.

2,5 mM DTDP utén alkalmazott 10 mM GSH és NAC a SH oxidéci6 altal kialakitott
kontraktilis véltozdsokat érdekes médon nem revertaltdk, hanem tovabb rontottdk, vagyis
segitségiikkel a DTT-hez hasonl6 revertdl6 hatdst nem sikeriilt elérni. A GSH és NAC a Ca™*-
aktivalt maximdlis erében és a k, paraméterben bekovetkez6 csokkenést tovabb

csokkentették, a passziv er6ben pedig robosztus novekedést eredményeztek.

3.2. Kontraktilis fehérjék SH oxidacioval szemben mutatott érzékenységének

meghatarozasa és a mechanikai valtozasokért felelés fehérjék azonositasa

Az individudlis myofibrilldris fehérjék szintjén DTDP és DTT hatdsara bekovetkezd
SH moédosulds meghatdrozdsat szintén myocyta homogenizitumokbdl végeztik. Az
oxidoreduktiv dgensekkel torténd kezeléseket kovetden a fehérjék redukalt allapotban levd
SH csoportjait biotinildltuk, majd Western immunoblot analizist végeztiink. A kapott Western
blot képeken a jelintenzitis a DTDP egyre novekvd koncentraciéi hatdsara a SH csoportok
oxidacidjaval parhuzamosan egyre csokkent. Ez az eredmény az Ellman reakci6 soran kapott
SH tartalom kvantitativ valtozdsainak meghatdrozasdaval Osszhangban van. A festodési
mintazat koncentracié fiiggd véltozdsa a myocardidlis fehérjék SH oxidaciéval szembeni
eltérd érzékenységét igazolja. A sdvok jelintenzitisa DTDP kezelést kovetd DTT hatdsara
visszatért, bizonyitva a DTDP dltal kivéltott oxidacié reverzibilis jellegét a vizualizalt
fehérjéken. Fontos megfigyelés volt, hogy tobb myofibrilldris fehérje oxidacidja 0,1 és 1 mM
kozotti DTDP koncentracid tartoméanyban tortént, ahol az erd csokkenés kisebb mértéki volt.
Magasabb DTDP koncentriciokndl (1-10 mM), melyek a kifejezett kontraktilis valtozdsokért
voltak feleldsek, 4 darab: 130,54 ,45 és 26 kDa mdltomegii fehérje oxidéacidjat emelhettiik ki.
Ezen fehérjék koziil a két kisebb méretlinek teljes oxidéacidjat, mig a nagyobb molekula
tomegliek részleges modosuldsat figyeltik meg a legmagasabb DTDP koncentraciondl is. A
45 és 26 kDa tomegl fehérjék teljes oxidacidja és a 0-10 mM DTDP koncentracié hatdsara
meredeken bekovetkezd erdcsokkenés egyiittesen ezen fehérjék redox stdtusza és a
kontraktilis erd kozotti potencidlisan szoros kapcsolatot jelezte.

A 26 kDa-nél elhelyezkedd fehérje azonossagat illetden elsOsorban a cardidlis troponin
I (cTnl) és a miozin konnytildnc 1 (MLCI1) jott széba. Ezen fehérjék azonositdsdhoz
immunprecipitaciot végeztiink. A cTnl és a MLC1 elvélasztasa a tobbi fehérjétodl sikeres volt,

az 6sszes DTDP koncentracionak megfelelden kapott sdvok a cTnl és MLCI1 kezelésektdl

10



fiiggetlen jelenlétére utaltak. Azonban mikor ezen precipitdlt fehérjéket a SH szelektiv
biotinilacié alapjan mutattuk ki, a c¢Tnl igen alacsony (0,1 mM) DTDP koncentracional
bekovetkezd teljes oxidécidjat tapasztaltuk. Ugyanakkor a MLCI1 esetében kapott mintdzat
teljes egészében hasonlitott a kérdéses 26 kDa-os fehérjénél latott jelintenzitds csokkenéshez.
Igy ez a kisérlet a MLCl-et a SH oxiddciéval szemben ardnylag magasabb rezisztenciat
mutaté fehérjeként azonositotta, melynek oxidéacidja a myofibrillaris mechanikara befolyassal
lehet.

A 45 kDa tomegli fehérje, mely az MLCI-hez hasonld oxidicids érzékenységet
mutatott, Western blot €s eziistfestés alapjan aktinnak bizonyult. A 130 és 54 kDa tomegii
fehérjéket molekulatomegiik alapjdn miozin kot6 C proteinnek ¢és dezminnek

valoszinusitettiik.

3.3. SH oxidacio szerepe a peroxinitrit altal kivaltott kontraktilis dysfunkcioban

A peroxinitrittel folytatott kisérletek elsd 1épéseként Osszevetettiik a peroxinitrit és a
DTDP Ca**-aktivélt maximélis erére gyakorolt hatdsit. Mindkét oxidalészer az Fo-t d6zis
fligg6 mddon nulldra csokkentette. A peroxinitrit esetében az erd csokkenés pM-os
koncentrécié tartomdnyban kovetkezett be (ECsoperoxinivic = 49 uM), mig a DTDP hasonlé
hatdsat magasabb koncentraciok mellett fejtette ki (ECsoprpp = 2,75 mM). A DTDP és a
peroxinitrit SH oxidalé hatdsat Ellman reakcioval is 0Osszehasonlitottuk. Mig a DTDP
esetében az erOcsokkenés és a SH oxidaci6 ugyanabban a koncentricié tartomanyban
kovetkezett be, addig a peroxinitrit esetében az er6csokkenést kivalté koncentraciok mellett
csak mérsékelt SH oxidacié kovetkezett be. A peroxinitrit csak magas koncentraciéban
eredményezett nagyfokd csokkenést a myofibrilldris fehérjék SH csoportjainak szdmaban, 1
mM hatdséra az SH tartalom 58 + 7%-ra csokkent.

Ezt kovetden részletesen vizsgaltuk a kozel félmaximalis er6csokkenést eredményezd
50 uM peroxinitrit kontraktilis paraméterekre gyakorolt hatdsat. A Ca’*-aktivalt maximalis
eré6 56 = 4%-ra csokkent 50 uM peroxinitrit kezelés hatdsidra, mig a passziv erd és a
keresztkotési kinetika nem véltozott szignifikdns mértékben. SH specifikus redukdldszereket
alkalmaztunk, hogy becsiilni tudjuk az SH oxidacié hozzdjaruldsit a peroxinitrit okozta
erécsokkenéshez. 10 mM DTT és 10 mM NAC peroxinitrittel torténd inkubacidt kdvetéen
részleges, de szignifikdns mértékili reverzidt véltott ki a kontraktilis erdt illetéen. Az F, DTT-t
kovetéen 69 + 4%-ra, NAC utan pedig 71 £ 7%-ra nott (p < 0,05 vs. peroxinitrit mindkét

esetben). Ezek alapjan a peroxinitrit kontraktilis er6t csokkenté hatdsa legaldbb ennek a
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redukéldszerekkel revertdlhaté hdnyadnak megfeleld mértékben tekinthetd az SH oxidécio
kovetkezményének mas fehérje mdédositd hatdsai mellett. A DTT és NAC a passziv er6t nem
véltoztatta jelentds mértékben. A ki max esetében mindkét redukaldszer kismértékti emelkedést
okozott. Az aktin-miozin ciklus sebességében kisfoku csokkenést kezelések nélkiil (kontroll
kisérletekben) is tapasztaltunk, felteheten a prepardtumok leromlasdnak kovetkeztében.
Biokémiai moddszerekkel erdsitettiik meg, hogy az SH oxidacidnak szerepe lehet a
peroxinitrit medialt kontraktilis véltozdsok kialakuldsdban. Ellman reakcié alapjan 1 mM
peroxinitrit hatdsara SH tartalomban kialakult csokkenést (58 + 7%) 10 mM DTT teljes
mértékben revertdlni volt képes (94 £+ 5%). Erdekes médon, mikor 10 mM GSH-t és NAC-t
alkalmaztunk a peroxinitritet kovetéen, a fehérjék SH tartalmét szignifikinsan nem
véltoztattdk meg. SH csoportok mennyisége kontrollhoz képest 1 mM peroxinitrit + 10 mM
GSH utdn 65 + 6%, 1 mM peroxinitrit + 10 mM NAC utdn 64 + 6% volt. Azonban mikor 100
mM koncentricidéban alkalmaztuk a redukdlészereket, teljes reverzidt tudtunk elérni. 1 mM
peroxinitrit + 100 mM GSH 105 £ 15%-ra, 1 mM peroxinitrit + 100 mM NAC 118 + 14%-ra
novelte a proteinek SH tartalmdt. Peroxinitrit esetében is megkiséreltiik egyes fehérjék
oxidalé hatassal szembeni fokozott érzékenységének kimutatiasat. Az SH specifikus
biotinilacié6 és Western blot meghatarozds azonban a myofibrillaris fehérjék szabad SH
csoportjait jellemzo jelintenzitds egyontetil, minden fehérjét egyforman érintd csokkenését
mutatta. Ezen kisérletek szerint peroxinitrit egyre névekvo koncentraciéi hatdsara kialakulo
véltozasokat 10 mM DTT teljes mértékben, mig 10 mM GSH és NAC részlegesen revertilta.
Habér ezen eredmények az Ellman reakcidval kapottakkal 6sszhangban vannak, nem tudtunk

segitségiikkel peroxinitrit specifikus szelektiv myocardidlis protein oxiddcidt azonositani.

4. Megbeszélés

A disszertdcié alapjdul szolgdldé kutatdsainkban a Ca2+—regu1élt kontraktilis erd és a
myofilamentaris fehérjék SH oxidacidja kozotti Osszefiiggést vizsgaltuk. Eredményeink
alapjin a kontraktilis proteinek SH oxid4cidjdnak messzemend hatdsai vannak a myocardidlis
kontraktilitdsra. A fehérjék SH oxidé4cidja igy nem csak a sejtek elsGvonalbeli antioxidans
védelmének gyengiilését jelenti, hanem veszélyeztetheti a kontraktilis funkciét is. Munkéank
soran azonositottuk a myofilamentéris fehérjék egy csoportjat, igy az MLCl-et és az aktint,
melyek oxiddciGja lassitja az aktin-miozin ciklus kinetikdjat, valamint csokkenti a Ca®'-

aktivalt maximadlis erdt és a Ca2+—érzékenységet. Az in vitro kivéltott SH oxid4cidt és
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mechanikai kovetkezményeit megfelelden vélasztott és alkalmazott redukéldszerrel
reverzibilisnek taldltuk, mely az SH oxidacidval 6sszekapcsolt kdrallapotokban 1j terdpids
célpont lehet. Legjobb tudomdsunk szerint ez az elsé tanulmény, mely az oxidativ kdrosodds
SH fiiggd komponensét és ennek a Ca**-regulalt erére gyakorolt hatdsdt human szivizomzaton
vizsgélta.

A DTDP iltal kialakitott SH tartalom csokkenésével a Ca’*-aktivalt maximalis ero, a
Ca’*-érzékenység és az aktin-miozin ciklus sebessége is csokkent. Figyelemre mélt6, hogy a
kontraktilis paraméterekben kialakult valtozdsok az SH stdtusz visszadllitdsaval
revertalhatéak voltak, mely a kettd kozotti szoros 0sszefiiggést jelzi.

Meg kell azonban jegyezziik, hogy a SH oxidaciot kivaltd dgens kémiai természetétdl,
a moédositott myofilamentdris fehérjéktdl és fajtol fiiggden mdés mechanikai véltozédsok is
kifejlédhetnek. Igy példdul patkdny nytzott izomrostokon a Ca2+—érzékenység fokozddasat
tapasztaltdk DTDP hatdsara. A kozelmultban kozolték ragesalok sziv-prepardtumaival végzett
kisérleteket, melyek szerint a tiol csoportokkal reagdlé HNO (nitroxil) Ca**-aktivalt
maximadlis erd novekedését eredményezte. Meg kell emlitsiik, hogy utdbbi kisérletekben a SH
oxidalt fehérjék szintje alacsony volt, és a mechanikai véltozasokért csak az igen reaktiv SH
csoportokon keresztiil megvalésul6 redox folyamatok lehettek feleldsek.

A szivizomsejteket onmagaban, eldzetes oxidaloszer kezelés nélkiill DTT-nek kitéve,
sem a kontraktilis er6ben, sem a SH tartalomban nem taldltunk véltozast. Ezen eredmények
egybevagnak azon kordbbi dllatkisérletes adatokkal, mely szerint a kontraktilis fehérjék SH
csoportjai fizioldgids koriilmények kozott elsésorban redukalt dllapotban vannak.

Patkany szivizom mintdkban in vitro ischaemidt és reperfiziot kovetden igazoltik,
hogy citoszol, membran, myofilamentaris €s citoszkeletdlis fehérjék egyarant S-tioldlédnak.
Ezen adatok a humdn izoldlt szivizomsejteken nyert eredményeinkkel Osszhangban a
myocardium struktdrdlis és regulatérikus fehérjéit egyardnt érinté SH specifikus véltozasokat
igazoltak. Azonban kisérleteinkben nem figyeltiink meg véltozdst a cardiomyocytdk
mikroszkdpos szerkezetében, még a kontraktilis erét nulldra csokkentd SH oxidéacié mellett
sem. Ez ellentétben 4ll laboratériumunk korabbi eredményeivel, mely szerint a peroxinitrit és
egy proteolitikus enzim, a p-calpain a sarcomer struktirdt mikroszképos képek alapjin jol
lathat6an kérositotta. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a SH oxidacid a
kontraktilis eré finom reguldcidjan keresztiil befolyasolja a myofibrillaris erd generaciot,
anélkiil, hogy véltozast eredményezne a sarcomerek szerkezetében.

Munkank sordn célunk volt kiilonb6z6 redukalészerek SH specifikus mechanikai

véltozasokra kifejtett hatasat és revertdld képességét is megvizsgdlni. Redukéldszereket
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DTDP utdn alkalmazva nem kaptunk egységes eredményeket. A DTT az SH tartalomban, a
Ca’*-aktivalt maximdlis erSben, a Ca®*-érzékenységben és a keresztkotési kinetikdban
oxidacidt kovetden kialakult véltozasokat egyardnt hatékonyan revertdlta. A GSH és a NAC
viszont ezen kontraktilis paramétereknek tovabbi romlasat eredményezte, mig az SH tartalmat
koncentracié fiiggd modon revertdlta. Meg kell azonban jegyezziik, hogy pontos
koncentracié-hatds Osszefiiggések felvételére ebben az esetben nem keriilt sor, igy a GSH és
NAC nagyobb koncentracioban a funkciondlis paraméterekre elképzelhetéen nagyobb
hatéssal is lehet.

Osszehasonlitva a DTDP Ca**-aktivdlt erére és a SH oxiddciéra gyakorolt
koncentracié-fiiggd hatdsit meglepetéssel tapasztaltuk, hogy a fehérjék SH csoportjainak
legaldbb 50%-ban oxiddlédnia kell szignifikdns erdcsokkenés kialakuldsdhoz. A
legkifejezettebb erdcsokkenést okozé6 DTDP koncentracioknal (1-10 mM) két kontraktilis
protein (26 kDa és 45 kDa) teljes SH oxiddcidjara hivtdk fel a figyelmet biokémiai
meghatdarozasaink. Ezen myocardidlis mechanikdra kritikus hatdssal bir6 fehérjéknek
megkiséreltik az azonositdsat. Immunprecipiticioval MLC1-ként azonositottuk a 26 kDa
molekulatomegli fehérjét. A 45 kDa-nal futé fehérjét molekulatomeg €s nagy mennyiségben
megfigyelt eléforduldsa alapjan aktinként hatdroztuk meg. Ezek az eredmények a
szakirodalmi adatokkal is 6sszhangban vannak. Jelenlegi feltételezések szerint a MLC1-nek
meghatdrozé szerepe van a miozin motor finom hangoldsan keresztiil az er6 generalasra és a
keresztkotési kinetikara. Tovabba éllatkisérletes modellekben tobb bizonyiték 1étezik az aktin
ischaemia-reperfuzié alatti oxidacidjaval kapcsolatban. Vizsgdlataink alapjan mas fehérjék
oxidacidjanak is kiemelt szerepe lehet az erd generdldsra, mint pl. a miozin kot protein C-
nek, vagy a dezminnek. A cTnl proteolitikus fragmentéacidja mas mechanizmusokkal egyiitt a
stunning legval6sziniibb mechanizmusanak tnik jelenleg. Ezzel szemben vizsgdlataink
alapjin a cTnl SH oxid4cidjanak szerepe a myofibrilldris dysfunkcidban kevéssé valdszinii.

Ebben a munkdban célul tiztiik ki, hogy meghatdrozzuk a peroxinitrit dltal kivaltott
mechanikai véltozdsok SH dependens komponensét, valamint a peroxinitrit hatdsait
Osszehasonlitsuk a SH specifikus DTDP hatdsaival. 50 uM peroxinitrit alkalmazasa kozel
50%-o0s kontraktilis erdcsokkenést eredményezett, melyet kovetéen DTT-t és NAC-t
szekvencidlisan adva a F,-t részlegesen, de szignifikins mértékben ndvelni tudtuk.
Peroxinitrit addsat kovetden alkalmazott redukéldszerekkel kivaltott reverzié alapjan a
peroxinitrit SH oxiddlé hatdsa koriilbeliill 20%-ban tehetd felelossé az F, csokkenésben.

Osszességében tahdt tgy tiinik, hogy a peroxinitrit medidlt mechanikai véltozdsok kisebb
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része tulajdonithat6 SH oxiddciénak, mig nagyobb hidnyada az egyéb protein mddosuldsok,
elsdsorban nitrotirozin képzddés szamldjara irhato.

Laboratériumunk korabbi eredményei alapjan a peroxinitrit medidlt kontraktilis
valtozasok leginkdbb a struktiralis protein, az a-aktinin nirtdciéjdhoz kothetd, szemben a
DTDP okozta véltozasokkal, ahol az aktin és az MLCI oxid4cidja volt kiemelhets. A
sarcomer fehérjék eltérd részvétele a DTDP és peroxinitrit medidlt hatdsban magyarazhatja,
hogy miért nem valtozott a keresztkotési kinetika peroxinitrit esetén, és miért médosult DTDP
alkalmazdsakor. SH specifikus biotinildcié peroxinitrit hatdsdra a fehérjék mérsékelt, de
valamennyi fehérjét egyforman érinté SH oxidacidjat bizonyitotta, a DTDP kezelés hatasara
megfigyelt szelektiv oxiddciéval szemben. Ugyanakkor a peroxinitrit SH oxiddlé hatdsa
kapcsdn nem tudtunk megnevezni egyetlen konkrét sarcomer fehérjét sem, melynek a
véltozasa kritikus hatdssal birt volna a mechanikéra.

Az dsszevethetd mértékli SH tartalom csokkenést okozé 50 uM peroxinitrit és 0,1 mM
DTDP-t kovetéen 10 mM GSH és NAC nem eredményezett reverziot az SH csoportok
szdmdban, szemben 10 mM DTT vagy 100 mM GSH és NAC alkalmazasdval. Ezen
eredmények azt mutatjdk, hogy kelléen magas koncentraciéban a GSH és NAC is képes
rendszeriinkben az SH csoportok oxidacidjat revertalni.

A reverzié vonatkozasdban kapott eredményeket Osszegezve elmondhatjuk,
hogy a DTT egy rendkiviil hatékony redukalészernek bizonyult, mely az SH oxidaciéhoz
kothetd biokémiai és mechanikai valtozasokat is revertdlta. A GSH-nal és NAC-nel kapott
eredmények latszélag ellentmondédsosak voltak. DTDP utan mindkett6 a SH csoportok
szamdban részleges reverzidt eredményezett, mely azonban érdekes médon a F,, K max
tovabbi csokkenését, valamint a passziv erd tobbszords novekedését okozta. Ugyanakkor
peroxinitrit utdn a DTT és a NAC a kontraktilis vdltozas részleges reverzijat valtotta ki.

Ismert, hogy a SH oxidédlé 4agensek a tiol csoportokkal sokféleképpen léphetnek
reakcidba, inter- €s intramolekuléris diszulfid hidak, valamint vegyes diszulfidok kialakuldsat
eredményezve. fgy példaul a DTDP a proteinek kozott és a proteineken beliil diszulfid hidakat
alakithat ki. Ezen kiviil 6nmaga ketté hasadva az egyik fele a fehérje ciszteinjéhez kotddhet,
mig a masik fele tiopiridon forméjaban felszabadul. A DTT alacsony redox potencidljdnak
koszonhetéen a fehérjék diszulfid kotéseit és a vegyes diszulfidokat is hatékonyan képes
redukélni. A gyengébb redukdldszerként ismert GSH és NAC hatékonysaga kisérleteinkben
elmaradt a DTT-t6l. Ismert, hogy az antioxiddnsokkal folytatott humédn nagy klinikai
tanulmanyok eredményei szintén ellentmonddsosak. Ugyanakkor a NAC human

alkalmazasaval nem egy vizsgalat pozitiv eredménnyel zarult. A humdn klinikai tanulmanyok
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véltozatos eredményei és izolélt szivizomsejteken végzett kisérleteink is az antioxiddnsok és
az alkalmazasi koriilményeik megfeleld megvalasztasara hivja fel a figyelmet.

Osszefoglalva kisérleteink igazoltdk, hogy a Ca’*-aktivalt aktiv erd, a Ca2+—ﬁiggetlen
passziv erd és az aktin-miozin ciklus kinetikdja komplex Osszefiiggést mutat a kontraktilis
fehérjék SH oxidéci6javal. A Ca**-regulicié és az SH stdtusz kozotti kapesolat a sejten beliili
antioxidans rendszerek hatékony miikodésének fontossdgiara hivja fel a figyelmet. A SH
oxidacié altal kivéltott mechanikai valtozdsok méréseink alapjan hozzdjarulhatnak a
postischaemids kontraktilis depresszid, méds néven a stunning kialakuldsdhoz. Adataink
alapjan néhany kritikus kontraktilis fehérje SH stitusza kiemelt jelentdséggel bir a Ca**-
reguldlt erd generdlds szempontjdbol. Huméan modell vizsgalatainkban a SH oxidacié szerepét
igazoltuk a peroxinitrit kivéltotta kontraktilis depresszidban is, habdr itt ez a folyamat kisebb
jelentéséggel birt. A myofibrillaris fehérjék redukalt és oxiddlt allapotdnak kiilonbozd
kombinicidi ellentétes hatdsokat is eredményezhetnek a kontraktilis funkciéban. A SH
oxidacié reverzibilitisdnak vizsgdlata sordn nyert eredmények és az azokbdl levonhatd
kovetkeztetések hozzdjarulhatnak az oxidativ stresszel Osszekapcsolhaté betegségekben a

gyogyszeres terdpids elvek kidolgozasahoz.
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