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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A miokardidlis infarktus (MI), az iszkémias szivbetegség és a szivelégtelenség a fejlett
orszagokban a kardiovaszkularis okbol bekovetkezd haldlozds jelentds hanyadaért tehetdek
felelossé. Ezen korképek kialakuldsa soran a szivizomzatban jellegzetes strukturdlis é€s
funkcionalis valtozasok kovetkeznek be, melyek egylittesen a sziv pumpafunkcidjanak
karosoddsahoz vezetnek. A miokardidlis diszfunkcid hattérében 4ll6 folyamatok feltdrasa
alapveté fontossagu, hiszen ezek alaposabb megismerése 1) tamadasponttal rendelkezo
gyogyszerek kifejlesztéséhez, ennek kovetkeztében pedig a kardiovaszkularis mortalitas
csokkenéséhez vezethetnek. A kardiovaszkularis rendszert érinté megbetegedések kialakuldsa
sordn a sziv szisztolés ¢és diasztolés funkcidzavardhoz a miofilamentaris fehérjerendszert
érintd oxidativ karosoddsok, valamint a [-adrenerg jelatviteli Utvonal altal kozvetitett
foszforilacios valtozasok is nagymértékben hozzajarulnak.

Epidemiologiai vizsgalatok alapjan a kardiovaszkularis megbetegedések eléfordulasa
¢s azok rizikofaktorainak megoszlasa tekintetében a néi és férfi nem kozott markans
kiilonbségek figyelhetok meg. Utdbbiak részben a ndi nemi hormonok protektiv hatasaival
hozhatok Osszefliggésbe. A  hagyomanyos rizikofaktorok mellett a kardiovaszkularis
megbetegedések kialakulasaban szerepet jatszhat az emocionalis, vagy fizikai stressz is, mely
a P-adrenerg utvonalat aktivalva fejti ki hatdsat. Ezen tényezdk részletesebb vizsgalata
nagyban hozzdjarulhat a néi nemi hormonok kardiovaszkularis betegségekben betdltott

szerepének pontosabb megismeréséhez.

1.1. Az oxidativ stressz szerepe és jelentosége a kardiovaszkularis megbetegedésekben
1.1.1. A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) keletkezése

Oxidativ stresszrél akkor beszélink, amikor a sejtekben, szovetekben keletkezd reaktiv
oxigén szarmazé¢kok (ROS) és nitrogén intermedierek (RNS) mennyisége meghaladja a

szervezet antioxidans rendszereinek kapacitdsat, igy utobbiak nem képesek semlegesiteni a



ROS/RNS molekuldk oxidativ potencidljat, ami a szervezet molekuldinak (fehérjék, lipidek,
nukleinsavak) karosodasahoz vezet. A ROS a molekularis oxigén tokéletlen redukcidja soran
a mitokondriumokban (elektrontranszportlanc 1-es komplex, NADH-dehidrogenaz, valamint
3-as komplex, ubiszemikinon ¢és redukalt citokrém-b), gyulladdsos folyamatokban a
NAD(P)H-oxidaz (Nox) hatasara a fagocitakban, a biotranszformacié folyamataban a majban
(citokrom p450), valamint nem enzimatikus Uton (ionizdld sugarzas, fotolizis, nitrogén-
oxidok, 6zon) is keletkezhet. Szivizomsejtekben foként a Nox2 és 4 €s a xantin-oxidaz (XO)
mikodése révén termelddnek ezen reaktiv intermedierek. ROS keletkezése sordn az
oxigénbdl, egy elektron hozzdadasaval szuperoxid (O;7) jon létre, mely egy gyengébb
szabadgyok, beldle szuperoxid dizmutdz (SOD) hatasara hidrogén-peroxid (H,O;) képzodik.
A H,0, egy stabil és membranpermeabilis molekula, melynek in vivo koncentracioja
nagymértékben fiigg a képzddési és lebomlasi sebességétdl. A H,0, semlegesitését két
enzimrendszer végzi a szervezetben: magas H,O, koncentriciondl a kataldz enzim, mig
alacsony H,0, koncentracioknal a glutation-peroxidaz enzim redukalipa a H,O,-t vizzé.
Amennyiben nem semlegesitddik, ugy a H,O, fémionokkal (vas, réz) reakcioba lépve egy
elektron hozzdadasaval hidroxil-gyokét (‘OH) képez a Fenton reakcidban, vagy a
mieloperoxiddiz (MPQO) enzim ko-szubsztratjaként hipoklorossavat (HOCI) hoz létre. Elobbi
nagy reaktivitdssal ¢és extrém rovid életidével (10'95) rendelkezik, utobbi az MPO
effektoraként szolgal. Az RNS képzddés folyamataban a molekularis oxigénbdl NOS hatdsara
nitrogén-monoxid szabadgyok (NO) jon létre. A 'NO-bol O, felhasznalasaval nitrogén-dioxid
(NOy), vagy szuperoxiddal egyesiilve peroxinitrit (ONOQ") keletkezik.

1.1.2. Oxidativ stressz kardiovaszkuldris megbetegedésekben

Az oxidativ stressz kozponti szerepet jatszik a gyulladdssal jardé kardiovaszkularis
korallapotokban: hiperténidban, atheroszklerdzisban, iszkémia-reperfizids (I/R)

karosodasban, MI-ban, bal kamrai (BK) remodelling soran ¢és szivelégtelenségben. Fiziologias



koriilmények kozott a ROS részt vesznek az ératmérd szabalyozdsaban. Az ateroszklerozis
progressziojaban az endotélsejtek, makrofagok és az érfal simaizomsejtjei altal termelt ROS
az alacsony denzitasti lipoproteint (LDL) oxidalva endotél diszfunkciot okoznak és
destabilizalidk az ateroszklerotikus plakkokat. A plakk ruptira kovetkeztében Iétrejovo
csOkkent vérellatas az érintett szivizomszovet oxigénhidnyos allapotat okozza, mely MI-hoz
¢és I/R karosodashoz vezet. Oxigén paradox néven ismert az a jelenség, mely szerint az
oxigénhianyos allapotot kovetd reperfuzido alatt éri nagyfokii oxidativ karosodas a
szivizomszovetet. Ennek hatterében egyrészt az iszkémia alatt a szivizomsejtekben
felszaporodott nagy mennyiségii XO, valamint Nox2 és Nox4 upregulacio allnak, melyek a
reperfuzid soran oxigén felhasznaldsaval szabadgyokoket képeznek. A neutrofilek bearamlasa
az oxigénhidnyos teriiletre iszkémia alatt ugyan lasst, azonban a reperfizi6 soran bearamlo
neutrofil granulocitakbol kiszabaduldo ROS gyors akkumulicija figyelhetd meg, melyek
direkten karositjdk a szivizomsejteket. A MIl-ban megfigyelhetd szivizomsejt elhalast
kovetden a hegszovet kialakulasa soran ujboli leukocyta bedramlassal jar6 gyulladasos
reakci6 zajlik le az érintett szivizomzatban. A tulzott mértékli gyulladdsos folyamatok
azonban koros atepiiléshez, remodellinghez ¢és szivelégtelenséghez vezethetnek. BK-i
remodelling sordn a ROS ndvekedési jelatviteli utvonalakat aktivalnak, igy hipertrofidhoz
vezetnek, aktivaljadk a matrix metalloproteinazokat (MMP), igy kollagén degradaciot kivaltva
hozzajarulnak a BK dilatacidhoz. Szivelégtelenségben a ROS a Ca?*-ATP-azok miikodésének
befolydsolasa révén a szivizomsejtek Ca”™ tiltsltédéséhez, ezaltal kontraktilis diszfunkciohoz,
valamint endotél diszfunkcid, intersticidlis fibrozis €s apoptozis kialakulashoz vezetnek.
1.1.3. Oxidativ fehérjekdrosodasok a szivizom kontraktilis rendszerében

A ROS nemcsak indirekt moédon (Ca2+ homeosztazis zavara, kinazok aktivalasa), hanem a
miofilamentalis fehérjék funkcijanak direkt karositdsa révén is képesek csokkenteni a

kontraktilis rendszer erdgenerald képességét, ezaltal kontraktilis diszfunkciot eldidézni. A



H,0, szivizomra kifejtett hatasai két csoportba sorolhatok: 1. direkt fehérje oxidacio, melynek
soran a szulfthidril (SH)-csoport oxidacio és/vagy karbonilicid6 megy végbe (aktin, miozin
konnyiilanc-1 (MLC-1); 2. indirekt hatasok, mikor a H,O, masodlagos messengerként protein
kindzokat aktival (redox signaling, protein-kindz C delta (PKCS), troponin I (Tnl)
foszforilacio). A H,0, koncentraciofiiggd modon BK diszfunkciot okoz patkany szivben és
diszulfid-hidképz6dést indukal aktin és tropomiozin (Tm) esetében.

A kontraktilis rendszer oxidativ karosodasa a szarkomerek szintjén egyes aminosavak
modositasaval valosul meg. A metionin (Met) oxiddcidja soran metionin-szulfoxid (MetSO)
keletkezik, amely a MetSO-reduktaz segitségével képes visszaalakulni a kiindulasi
aminosavva. Ezek alapjan a fehérjék felszini Met oldallancait a szervezet endogén
antioxidansaiként, hatékony szabadgydk scavengerként tartjdk szamon. A cisztein (Cis)
aminosav terminalis SH csoportjanak kdszonhetdéen szintén rendkiviil érzékeny az oxidativ
karosodasra, melynek hatasara intra- vagy intermolekularis diszulfid hidak (RS-SR’)
keletkezhetnek az instabil szulfénsav (R-S-OH) intermedieren keresztiil, vagy anélkil. A
szulfénsav tovabbi ROS hatasara szulfinsavva (R-SO,H), majd szulfonsavva (R-SO3H)
alakul. Oxidalt glutationnal torténd reakcioban glutationilalt tiol (RS-SG) képzodik. Az S-
glutationilalds ¢és diszulfid-képzO6dés reverzibilis, mig a szulfonsav keletkezése irreverzibilis
reakcio. Ezzel szemben a kozelmult kutatasai megerdsitették, hogy az enyhe oxidativ stressz
kardioprotektiv (fehérjek S-nitrozildlasa (SNO)), vagy szabalyozd (redox allapotot érzeékeld €s
vélaszreakciot beindito, ,,redox-kapcsoloként” miikddd ciszteinek) szerepet is betdlthet. HNO
hatasara a kalcium-érzé¢kenység ¢€s kontraktilis erd ndvekedése figyelhetd meg.

Nagyobb mértékii oxidativ stressz hatasara a szivizomfehérjék karbonilicioja
kovetkezik be. Direkt oxidacioval a fehérjék lizin, arginin, prolin és threonin aminosav
oldallancain alakulhatnak ki karbonil csoportok. A fém katalizalt reakci6 (Fenton reakcid -

vas jelenlétében, in vivo) soran aldehidek és ketonok keletkeznek. Emellett lipideken,



szénhidratokon ¢s elorehaladott glikacidos végtermékeken keletkezett karbonilgyokokkel
reakcibba  lépve cisztein, lizm ¢és  hisztidin  aminosavakon is  kialakulhatnak
karbonilszairmazékok masodlagos reakcié soran.

A tirozin aminosavak oxidativ hatdsra nitralodhatnak és klorindlodhatnak. A 3-
klorotirozin az MPO-miikodés specifikus markere, mig nitrotirozin keletkezhet MPO és
ONOQO’ reakci6i soran is. MPO hatdsara a tirozin aminosav tirozil gyokké is oxidaloédhat,
majd két tirozil gyok ditirozinnd Osszekapcsolodva fehérje kereszthidakat képez.

1.2. A mieloperoxidaz enzim (MPO)

1.2.1. Az MPO jellemz6i, klorindcios és peroxidadz aktivitdsa

Az MPO (EC 1.11.2.2) a hemperoxidaz enzimcsalad tagja. Az enzimcsalad tagjai mitkodésiik
soran a koszubsztratként funkcionaldé H,O, felhasznalasaval tesznek szert erds oxidald erdre,
mellyel effektorként vesznek részt a korokozok elleni kiizdelemben. Az MPO -az enzimcsalad
tagjai koziil egyediil- képes arra, hogy a H,O, oxidativ potencialjat emelve a kloridion (CI)
oxidacidjaval hipoklorossavat (HOCI) hozzon Iétre.

Az MPO a leukocitdk azurofil granulumaiban taldlhato, leukocita aktivaciot kovetden
szekretalodik €s vesz részt a természetes immunvalaszban. Foként neutrophil granulocitak
tartalmazzak, azonban fellelheté monocitakban, valamint a szdveti makrofigok egyes
tipusaiban is. Természetes immunvalaszban betoltott baktérumold szerepe mellett a
fagoszomakon kiviil keriilve gyulladiasos folyamatokban az altala Iétrehozott ROS a szervezet
szoveteit, fehérje, lipid és DNS szerkezetét is karosithatjak.

Az MPO enzim egy 144 kDa molekulatomegli tetramer, amely két megegyezo
alegységbol épiil fel, melyeket diszulfid-hid kot Ossze. Az MPO miikddése soran ROS-t
képez, halogenizicios (klorinacids), illetve peroxiddz ciklusan keresztil. Mivel a
halogenizacios ciklus két-elektronos redukcidja soran in  vivo leginkabb, kisérleti

koriilményeink kozott pedig kizardlag a nagy reaktivitast HOCI keletkezik, ezért a



tovabbiakban az MPO ezen aktivitasara, mint klorindcios aktivitasra hivatkozunk. A
peroxidaz aktivitas két egyelektronos redukcidja soran reaktiv nitrogén intermedierek, tirozil-
gyok ¢és ditirozin keletkeznek. Az MPO miikédése az MPO-inhibitor (MPO-I) 4-
aminobenzhidrazid (ABAH) segitségével gatolhato.

1.2.2. Az MPO jelentdsége kardiovaszkuldris megbetegedésekben

Ismert, hogy a telies, vagy részleges MPO deficienciaval ¢é16 személyek (2000-4000
kaukazusi emberbdl 1) kozott kisebb a CV megbetegedések eldforduldsanak valoszintisége. A
MPO enzim szintje a kor elérehaladtaval nd, valammnt nékben magasabb, mint férfiakban.

A kozelmult kutatdsai alapjan az MPO igéretes biomarker a CV megbetegedésekben.
Osszefiiggést mutattak ki az MPO plazmaszintje és a MI mortalitisa kozott, a MPO-t ezen
kiviil gyulladasos biomarkerként azonositottak iszkémias szivbetegségben ¢€s akut koronaria
szindromaban (ACS) is. Az MPO a nitrogén-monoxid felhaszndlasaval csokkenti a
vazodilataciot, jelenléte pedig kimutathato az ateroszklerotikus plakkban is, ahol képes
oxiddlni az LDL-t. Az MPO plazmakoncentracidja nem kiilonbozik iszkémias és non-
iszkémids kardiomiopatidban, ami az enzim fliggetlen szerepére utal a BK diszfunkcio
kialakuldsdban. Mindezek alapjan a MPO gatlasa igéretes terapias célpont lehet az
infarktusért felelés ér megnyitdsa sordn bekovetkezd reperfuzios karosodds kivédésében
¢s/vagy csokkentésében.

1.2.3. A mieloperoxidaz fo effektora, a hipoklorossav (HOCI)

MPO hatésara H,0, és kloridion reakcioja soran nagy reaktivitdsit HOCI keletkezik. A MPO
klorinacios aktivitisa sordn képzddd6 HOCI erés oxidaloszerként ismert, rovid életideje
ellenére nagy reaktivitdsa, membranpermeabilitisa ¢és széles célspektruma a leukocitak
leger6sebb oxidansava teszi. Az MPO altal generdlt HOCI koncentracidja mikromolos
nagysagrendli, azonban gyulladasos szovetben millimélos értéket is elérhet. A HOCI a

fehérj¢k aminosav-oldallancaival nagyfoktl reaktivitast mutat. A HOCI altal kivaltott fehérje



poszttranszlacios modositasok magukba foglaljdk a Cis aminosavakbol —szulfenil-klorid
intermedieren keresztiil 1étrehozott diszulfidok képzddését, valamint a kloraminok aldehiddé
alakulasakor létrejové karbonil-csoportok keletkezését is. Tyr aminosavat klorindlva 3-
klorotirozint hoz Iktre, amely a HOCI-okozta oxidativ fehérjekarosodas specifikus markere.
Metioninnal szembeni nagy reaktivitasa miatt az aminosav mint HOCl-scavenger és endogén
antioxidans ismert.

1.3. A titin oriasfehérje szerepe a szarkomerben

A titin a szarkomer legnagyobb fehérjéje, molekularis rugdként mikddve felelds a
szivizomsejt kalcium fiiggetlen passziv erejének (Fpasssv) kialakitdsaért. A titin a fél
szarkomeren végightuzodik, a Z lemezt6l az M savig terjed, biztositja a szarkomer magas foku
rendezettségét. Az oOriasfehérje részt vesz jelatviteli folyamatokban, mechanoszenzorként
érzékelni képes a diasztolés megnyllds és a szisztolés kontrakcio alatt bekdvetkezd
erovaltozasokat. Emlds szivizomban a titin két izoformdaja talalhatd meg: a hosszabb ¢és
rugalmasabb N2BA (~3,2-3,7 MDa) és a révidebb és merevebb N2B (~3 MDa), melyek
aranya egészséges human szivizomzatban 35:65-re tehetd. Ragcséaloszivben ugyanakkor
szinte kizarolag a rovidebb ¢s merevebb N2B izoforma fordul eld. Az izoformak ardnyanak
megvaltozasa (titin izoforma valtds) hatassal van a szivizomsejtek passziv fesziilésére. A titin
merevségét poszttranszlacios modositasok is befolyasoljdk, ugyanis a fehérje a szivizomsejt
passziv fesziilését befolyasold foszforilacios helyekkel rendelkezik (proten-kindaz A, G, Ca
(PKA, PKG, PKCua), Ca** /kalmodulin fiiggd protein kindz II (CaMKII)). A titint érd oxidativ
karosodasok is fontos szerepet jatszhatnak az Fueiv Szabalyozdsdban: a N2Bus régioban

oxidacio hatdsara létrejovo diszulfid hidak novelik a szivizomsejtek passziv fesziilését.



1.4. A n6i nem és astresszszerepe kardiovaszkularis me gbetegedésekben

1.4.1 A néi nemi hormonok védo szerepe

A nem fontos szereppel bir a CV megbetegedések kialakulasaban, az alkalmazott terapia
hatékonysagaban, valamint a mortalitisban egyarant. A menopauza elétt all6 nék esetében
kisebb a CV megbetegedések kialakuldsanak valoszinlisége: az iszkémids szivbetegség
kialakulasa 10-15 évvel késébbre teheté a kedvezdébb lipid profinak kdszonhetéen, Kisebb a
BK hipertrofia és remodelling incidenciaja, valamint az I/R karosodas mértéke is. Ezen
megfigyelések a ndéi nemi hormonok (0sztrogén ¢€s progeszteron) kardioprotektiv hatdsat
valésziniisitik, azonban a hormonpotld terapia klinikai alkalmazas soran mégsem javitotta a
kimenetelt, sét novelte a CV rizikot.

1.4.2 Az dsztrogén és a progeszteron szerepe a kardiovaszkuldris rendszerben

Az osztrogén egy szteroidhormon, mely hatdsat magreceptorain (ERa és ERf), valamint
membranreceptoran (GPR30) keresztiil fejti ki. Az 0sztrogénreceptorok nékben és férfiakban
egyarant kimutathatdéak szivizomsejtekben, fibroblasztokban, endotél- ¢és érfal simaizom
sejtekben. Az  Osztrogénreceptorok  upregulaciojat mutattak ki hipertrofidban  és
szivelégtelenségben. Az Osztrogén a renin-angiotenzin rendszerre (RAAS) gatlo hatést
kifejtve csokkenti a vérnyomast. Emellett a NOS expressziojat befolyasolva elosegiti az NO
medidlt vazodilataciot, valamint I/R karosodds sordn csokkenti a sejtek Ca?" tultoltédését.
Anti-inflammatorikus és antioxidans hatasa a ROS termelédés és az apoptozis csokkentésében
nyilvanul meg.

A progeszteron a petefészek altal termelt mennyiséggel azonos, vagy azt meghaladd
szinten termelddik a mellékvesében is. Stressz allapotokban - évén a kortizol prekurzora - a
mellékvese progeszteron termelése ¢€s szekrécidja nemtdl €s Osztrogéntdl fiiggetleniil
emelkedik adrenokortikotrop hormon (ACTH) stimulacidé hatasara. A  progeszteron

genomikus €s non-genomikus valaszokat aktival magreceptorokon (PR-A ¢és PR-B) ¢és



membrankotott receptorokon keresztil (mPRa-g). A gyulladasos reakcid gatlasa révén
csokkenti az I/R-s karosodds mértékét, emellett a repolarizicid felgyorsitdsaval antiarritmias
hatast is kifejt. A progeszteron képes gatoi az szivizomsejtek apoptozisat, érfal simaizom
sejteken antiproliferativ hatast kozvetit, NOS aktivaciot kovetéen az NO szint emelésével
vazodilataciot okoz, igy csokkenti a vérnyomast.

1.4.3 A stressz szerepe a kardiovaszkularis korképekben

Az ismert CV rizikofaktorok mellett a pszichoszocidlis stressz is karos hatast gyakorol a CV
rendszerre. Ennek egyik megnyilvanulasi formaja a Takotsubo kardiomiopatia (TCM), mely
elsésorban menopauzan atesett noknél alakul ki nagyfoki emocionalis vagy fizikai
stresszhelyzetet kovetden. TCM-ban a katekolamin szint ugrasszerti emelkedése utan a BK
apikalis hipokinézise és ballonszerii tagulata jon létre, melynek hatterében a [2-adrenerg
receptorok Gs-rél Gi fehérjére torténd atkapcsolodasat és az ennek hatasara bekovetkezd
szivizomsejt kontraktilitds csokkenést valosziniisitik.

A szervezet stresszvalasza a hipotalamusz-adenohipofizis-glikokortikoid (HPA) -
tengelyen keresztiil valosul meg. Iddben elszor a mellékveseveld katekolaminszekrécidja és
a szimpatikus idegrendszer aktivacioja kovetkezik be, amit perceken beliil gliikokortikoid
szekrécid kovet. Glilkokortikoidok hatasara a CV rendszer valaszkészsége a szimpatikus
aktivalassal szemben fokozodik. A szimpatikus idegrendszer aktivalodasa a [B-adrenerg
jelatvitelen keresztiil kozponti szerepet jatszik a szivizomsejtek kontraktilis funcijanak és
ca® érzékenységének szabalyozdsaban. A kontraktilis fehérjék (miozinkoté C-fehérje
(MyBP-C), troponin-l1 (Tnl), titin) PKA-medialt foszforilacidja befolyasolja a szivizomsejtek

kontraktilis mikodését.

10



2. Célkitiizések

2.1. A miokardialis infarktus és az iszkémia/reperfuzios karosodas kialakulasaban

szerepet jatsz6 mieloperoxidaz enzim (MPO) hatasme chanizmus anak vizsgalata

In vitro modellrendszerben, human bal kamrai szivizommintak felhasznalasaval célul tiiztiik

ki, hogy megvizsgaljuk

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

- a MPO peroxidaiz ¢és klorindciés aktivitaisdnak kovetkeztében Ilétrejové oxidativ
miofilamentaris fehérjemodosulasokat (szulhidril (SH)-csoport oxidacio és karbonilacio)

- a MPO-indukalt funkciondlis hatasok ¢és biokémiai valtozdsok revertdlhatdsagat, illetve

kivédhetdségét (DTT, MPO-I, Met).

2.2. Stressz és az ovariektomia hatdsainak vizsgalata a szivizomsejtek kontraktilis

funkcidjara

Nostény, valamint ovariektomizalt ndéstény patkdnymodellben annak vizsgalata, hogy

- a n6i nemi hormonok hidnya és az akut stressz hatassal van-e a bal kamrai izolalt

szivizomsejtek erdgenerdlasara
- milyen poszttranszlaciés  miofilamentaris  fehérjemodosulasok  magyarazhatjgk a

szivizomsejtek kontraktilis funkcijdban bekovetkezd valtozasokat.
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3. Anyagok és médszerek

3.1 Szivizom mintak

3.1.1 Human bal kamrai szivizom mintak

A bal kamrai szivizom mintdk négy, technikai okok miatt fel nem hasznalt huméan donor
szivbdl szarmaztak (egy 41 és egy 46 éves nd, valamint egy 53 és egy 56 éves férfi). A szivek
eltavolitdast kovetdéen kardioplégias oldatba keriiltek, majd folyékony nitrogénben torténd
gyorsfagyasztds utan felhasznalasig -80°C-on taroltuk oket. A human szivizom mintadkon
veégzett kisérleteink a Helsinki Deklaracioban megfogalmazott iranyelveknek megfeleléen, a
Magyar Egészségiigyi Minisztérium (engedély szam: No. 323-8/2005-1018EKU) és a
Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval torténtek.

3.1.2 Akut stressz és ovariektomia patkanymodellben

Az Aallatmodellt az eszéki J.J. Strossmayer Egyetem Orvostudomanyi Karanak Orvosi
Biologia Intézetében hoztdk létre 32 ndstény Sprague-Dawley patkany felhasznalasédval. Az
allatok fele (n=16) ovariektomian (OVX) esett at 12 hetes korban. Az operacié soran az
elaltatott allatokbol eltdvolitasra keriiltek az ovarumok ¢€s a petevezetékek egy része.
Kontrollként a fennmarado 16, ¢életkorban megegyez0, nem operalt ndstény patkany szolgalt
(Kontroll). 28 hetes korban 8 Kontroll és 8 OVX allatot akut stressz kezelésnek vetettek ala
(Kontroll-S és OVX-S csoport): az allatokat egy 4°C-os szobaban 1 6rara egy olyan atmér6ji
fémhengerbe zartak, mely korlatozta 6ket szabad mozgasukban (cold restrained stress). Ezt
kovetéen az allatokat azonnal kombinalt isofluran inhalacié és intramuszkularis ketamin (30
mg/ttkg) injekcid felhaszndlasaval elaltattak. Vérvételt kovetden a szivet kimetszették, a bal
kamrat levalasztottak, folyékony nitrogénbe helyezték, majd -80 °C-on taroltdk. A kisérleti
protokolt az Eszéki Orvostudomanyi Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte. A mintak
szallitisa az EszEéki Orvostudomanyi Egyetem és a Debreceni Egyetem kozott meglévo

mintaszallitasi egyezmény alapjan tortént (DETTI/22-3/2013).
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3.2 Izometrias eré6 mérése me mbranfosztott, bal kamrai szivizomse jt pre paratumokon

A szivizomsejtek izoldldsa soran a fagyasztott bal kamrai szivizom mintdk darabjait
felolvasztottuk, majd protedaz inhibitorokat tartalmazo izolalo oldatban mechanikai
szovethomogenizator segitségével megtortik. Ezt kovetden a szivizomsejteket 0,5%-0S
Triton-X-100 detergenssel kiegészitett izolald oldat segitségével permeabilizaltuk. Az
eromérések sordn a szivizomsejtek végeit szilkon ragaszté segitségével egy érzékeny
eréméréhdz és egy mozgathatd elektromagneses motorhoz rogzitettiik, a preparatumok
atlagos szarkomer hosszat 2,3 pum-re allitottuk be. Az eréparaméterek meghatirozasa aktivalo,
illetve relaxalo oldatokban tortént, melyek pCa értéke (a Ca®* koncentracio negativ tizes alapa
logaritmusa (-logio[Ca?*]) 4.5, illetve 9 volt. Az izometrids erét a szivizomsejtek relaxalé
oldatbol aktivalo oldatba torténd mozgatasdval mértik. Az erd kifejlddése utan a motor
segitségével a preparatum hosszat az eredeti hossz 80%-ara (20%-kal) csokkentettiik, majd 2
ms mulva visszadllitottuk az eredeti sejthosszat (,release-restretch”). Ezen mandver soran a
képzOdott aktin-miozin keresztkotések felszakadtak, az eré a maximalis értékrdl nullara esett
(total erd (Fiora)), majd a jelenlévo Ca®* jelenlétében ujraépiilt. A Ca2+-fﬁggetlen, passziv
er6komponenst (Fpasszv) relaxalo oldatban hasonlo, de hosszabb (8 s) mandver alkalmazisaval
hatdroztuk meg. Az Fi-bol kivonva az Fpui-ot kiszamithaté a szivizomsejt Ca2+-ﬁigg6
aktiv ereje (Fakiv). AZ Faiv €S Fpassziv €rtékeket a preparatum keresztmetszetére normalizalva,
aktivalo oldatban (pCa 4,75) kapott erdértékhez viszonyitva dbrazoljuk, egy szigmoid gorbét
kapunk. A gorbe illesztésével meghatarozhato a Ca® érz¢kenység, melyet a fél maximalis erd

etrejottehez sziikkséges Ca® koncentracioval jellemezhetiink (pCasp).
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3.2.1 A mieloperoxiddaz enzim human szivizomsejtek erdogenerdlasara kifejtett hatisanak
vizsgdlata

Az MPO funkciondlis hatdsdnak tanulmanyozisa soran meghataroztuk az F-Ot, aZ Foassziv-
ot, valamint pCasp-et az MPO-szubsztrat H,0, (30 uM, 15 perc), MPO+H,0, (MPO, 8 U/I),
MPO+H,0,+MPO-1 (4-aminobenzhidrazid, 50 uM) és MPO+H,0,+Met (10 mM) kezelések
elott, illetve azokat kovetéen. Az MPO+H,0, altal kivaltott hatasok revertalhatosagat a
redukaloszer dithiotreitol (DTT, 10 mM, 30 perc) alkalmazasaval vizsgaltuk. A kiilonbozo
kezelések Fagiv-ra és Fpaussiv-ra kifejtett hatasait a kezelés el6tt mért (kezeletlen) értékekhez
viszonyitva, szazalékos formaban adtuk meg. A kapott értékeket az izolald oldatban inkubalt
(15 perc) szivizomsejtek erdgeneralasahoz viszonyitottuk (id6 kontroll). Az egyes kezelések
soran 3-4 szivbol szarmazd 5-12 szivizomsejtet hasznaltunk.

3.2.2 Az akut stressz és az ovariektomia hatasa a szivizomsejtek erégenerdlasara

A human szivizomzaton folytatott kisérletekhez hasonléan az F;,-Ot, 8z Fpaseiv-Ot, Valamint
a pCasp-et mértiik a kontroll, stressznek kitett kontroll (Kontroll-S), ovaricktomizalt (OVX) és
stressznek  kitett  ovariektomizalt (OVX-S) allatcsoportokban.  Csoportonként  10-10
szivizomsejt keriilt vizsgalatra.

3.3 MPO Kklorinacios és peroxidaz aktivitas anak mérése

Az MPO klorinaciés ¢€s peroxiddz aktivitasanak mérését specialis, kereskedelmi forgalomban
elérhetd kitek segitségével végeztik. A klorindcios aktivitast mérd esszé milkkodése sordn az
MPO 4ltal generalt hipoklorit (OCI) alakitja 4t a non-fluoreszcens szubsztratot erds
fluoreszcencidval rendelkezd fluoreszceinné, mig a peroxidaz aktivitast méro essz€ esetén az
MPO a nonfluoreszcens ADHP-t fluoreszcens resorufinna alakitja. A keletkezo fluoreszcencia
intenzitds-névekedést  kiilonbozé hullimhosszon detektaltuk. A fluoreszcencia intenzitas
értékeket a telitést megelézden linedris regresszioval illesztettiik, a fiiggvény meredeksége

szolgalt az MPO aktivitdsanak meghatarozasara. Az MPO hidnyaban mért értéket hattérnek
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tekintettiik, az enzimaktivitast erre normalizaltuk. Az MPO+H,0, aktivitas értékeit
tekintettilkk 100%-nak, ehhez hasonlitottuk az MPO-I, valamint a Met hatasat.

3.4 Szérum 6sztrogén, progeszteron, gliik6z és koleszterin szint meghatarozasa

Az ovaricktomizalt patkdnymodellben a szérum Osztradiol és progeszteron Szintek
meghatdrozdsa kompetitiv elven miikodd kemilumineszcens immunoesszé segitségével
tortént. Az Osztradiol mérés soran a mérési tartomany 4,9 pg/ml - 4,3 ng/ml, a progeszteron
szint mérése soran a mérési tartomany 29,9 pg/ml - 60,1 ng/ml kozott volt. A szérum glikkoz
szint mérése enzimatikus, fotometrikus modszerrel, a szérum koleszterol meghatarozasa
enzimatikus, kolorimetridas modszerrel tortént.

3.5 Fehérje SH-oxidacio, karbonilicié és foszforilacié me ghatarozasara

3.5.1 A miofilamentalis fehérjék SH tartalmanak meghatarozasa Ellman reakcioval

Az MPO hatdsara a miofilamentalis fehérjerendszeren bekdvetkezd SH-oxidaciot Ellman
reakcid segitségével vizsgaltuk. A membranfosztott bal kamrai, human szivizomsejteket 15
percen keresztiil izolald oldatban (Iso) inkubaltuk (id6 kontroll), vagy 30 uM H,0.-t, illetve
38 U/l MPO+H,0,-t tartalmazd Iso-val kezeltiik. Mosasi Iépéseket kovetéen a mintakat
Ellman reagensben inkubaltuk, amely a fehérjék SH csoportjaval reagalva sarga szinti 2-nitro-
5-tiobenzoesavat (NTB) hoz létre. Az NTB abszorbanciajat 412 nm-en mértiik. Az ismert SH
tartalm N-acetil-L-cisztein (NAC) standard sor Ellman reagenssel torténd inkubacio utan
mért abszorbancia értékeit hasznaltuk kalibraciés gorbeként (exponencidlis illesztés). A
mintak SH tartalmat 1 mg liofilizdlt szivizom homogenizitumra vonatkoztatva adtuk meg,
100%-nak tekintve az id6 kontroll (Iso) mintdk SH-tartalmat.

3.5.2 Fehérje oxidacio meghatarozasa SH-csoport biotinalasi modszerrel

Az SH-biotindlds sordan membranfosztott szivizomsejteket izolaltunk, majd H,O,-ot vagy
MPO+H,0,-0ot tartalmazd izolald oldatban kezeltik. Pozitiv kontrollként az oxidaloészer

dithiodipiridinnel (DTDP) kezelt mintak szolgaltak. A miofilamentalis fehérjék SH csoportjait
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biotinnal jeloltilk, majd mosast kovetden mintapufferben szolubilizaltuk. Centrifugalast
kovetden a fehérjekoncentraciot a feliiliszobdl dot-blot médszerrel hataroztuk meg. Az SDS-
poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) sordn a miofilamentdlis fehérjék méret szerinti
elvalasztasahoz 0,5% agardzzal erésitett 2 és 4%-0s, valamint 10%-os ¢és 15%-0S
poliakrilamid géleket, ezen kiviil 4-15%-0s gradiens géleket hasznaltunk. Nitrocelluloz
membranra torténd transzfert kovetéen a fehérjemennyiséget fluoreszcens fehérje festékkel
(Sypro Ruby Protein Blot Stain) hataroztuk meg. A biotinnal jelolt SH csoportokat
tormaperoxidazzal konjugalt streptavidinnel mutattuk ki, majd a mosas utan kapott jeleket
felerositett kemilumineszcens modszer (ECL) segitségével tettiik lathatova.

3.5.3 Fehérje karbonilacio vizsgalata

Human, bal kamrai szivizom mintadkat H,O, és MPO kezelésnek vetettik ala. Pozitiv
kontrollként Fenton reagenssel kezelt mintakat alkalmaztunk. A mintakat mintapufferben
oldottuk fel, centrifugalast kovetéen a feliiliszot felhasznilva elvégeztik a karbonil-
csoportok derivatizalasat. A derivatizalt €s neutralizalt mintdk fehérjetartalmat centrifugalast
kovetden dot-blot moddszer segitségével hataroztuk meg. A fehérjek elvalasztdsara
gélelektroforézist végeztink, a fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferaltuk, majd a
pontos fehérjemennyiséget Sypro Ruby fehérje blotfestékkel hatdroztuk meg. Ezt kdvetden a
gyartd altal eléirt moédon a derivatizalt karbonil csoportokat felismerd elsddleges, valamint
masodlagos antitestet alkalmaztuk. A karbonilalt fehérjéket ECL modszerrel tettiik lathatova.
Az OxyBlot™ modszerrel meghatdrozott fehérje karbonildciot fehérjemennyiségre
normalizaltuk, majd a karbonilaci6 mértékét karbonilacios index formajaban adtuk meg.
(KI=1-nek tekintettilk az un. id6 kontroll mintak karbonilaltsagi allapotat).

3.5.4 Szivizomfehérjék foszforilacios allapotanak meghatdarozasa

Kontroll és  ovariektomizalt  patkdnyokbol nyert szivizomsejteket mintapufferben

szolubilizaltuk, centrifugaltuk, a feliiliszobol dot-blot modszerrel meghataroztuk a fehérje
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koncentraciot. A titin, a miozink6tdé C fehérje (MyBP-C) és a troponin I (Tnl) fehérjéket gélen
elvalasztottuk, a fehérjek foszforilacios allapotat ProQ™ Diamond foszfoprotein gélfestékkel
vizsgaltuk, mig a fehérjemennyiség meghatarozasat Coomassie blue festékkel végeztik. A
fehérjék foszforilacios szintjét fehérje mennyiségre normalizaltuk és egy belsd kontrollhoz
viszonyitva, szazalékos értékben kifejezve adtuk meg.

3.6 Adatelemzés és statisztika

A membranfosztott szivizomsejtek erdgeneralasat egy személyre szabott erdmérd rendszer
segitségével mértilkk (National Instruments). Az eredmények értékelésé¢hez ¢s abrazolasdhoz
Excel (Microsoft, 2007) és GraphPad Prism 5.0 programokat hasznaltunk.

A kemilumineszcens (antitestek), fluoreszcens (Sypro Ruby-fehérjemennyiség, Pro Q
Diamond-foszforilacio), valamint Coomassie jelek intenzitisanak meghatarozasara a gorbe
alatti teriilet mérését végeztilk ImageJ €s Magic Plot programok segitségével.

Az adatokat az abrakon és a szovegben atlageSEM formajaban tiintettik fel.
Statisztikai elemzésére variancia analizist (ANOVA, Bonferroni és Dunnet posthoc teszt),
vagy tOobbszintli kevert-hatds linedris regresszios analizist, pCa-erd 0Osszefliggések
Osszehasonlitdisdhoz paros és pdaratlan t-tesztet alkalmaztunk. A fehérje foszforilacio, nemi
hormonok ¢és szivizomsejt funkcid kozotti Osszefiiggéseket linedris regresszidval hataroztuk
meg. Statisztikailag akkor tekintettiik szignifikinsnak egy valtozast, ha p értéke kisebb volt,

mint 0,05.
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4. Eredmények

4.1 A mieloperoxidaz enzim (MPO) hatasanak vizsgalata

4.1.1 Az MPO funkcionalis hatasainak vizsgalata human bal kamrai szivizomsejteken

Az MPO-val végzett kisérletek el6tt egy olyan HyO, koncentracidé meghatarozasara
torekedtiink, amely mar rendelkezik o©nalld funkciondlis hatdssal, de ez a hatas MPO
jelenlétében fokozddik. Az inkubdciok soran alkalmazott koncentracidk kozil a 30 pM-0S
H,0, oldat csokkentette szignifikinsan a szivizomsejtek aktiv erejét, igy ezt a H,O, dozist
hasznaltuk tovabbi kisérleteinkben.

4.1.2 Az MPO+H,0; kezelés karositia a human szivizomsejtek kontraktilis funkciojat

MPO (8 U/l) és H,0O, (30 uM) egyiittes alkalmazasakor (15 perc) a membranfosztott human,
bal kamrai szivizomsejtek maximalis kalcium-fiiggd aktiv erejének (Fawiv, pCa 4,75)
szignifikans csokkenését (a kezelés eldtti érték 57,744,1%-ara, n=12) és a kalcium-fliggetlen
passziv er6komponens (Fpassziv, pCa 9,0) jelentds novekedését (a kezeletlen szivizomsejteken
mért érték 179,6+14,6%-ara, n=12) tapasztaltuk. A szivizomsejtek izolalo oldatban (Iso)
torténé inkubacioja soran (15 perc, id6 kontroll) az Fuy, csak kismértékben csokkent (a
kezelés elotti érték 89,0+1,6%-ara). Amennyiben a kezelések elétt és utdn a szubmaximalis
pCa 4,75) erdértékekhez viszonyitottuk (relativ eré-pCa Osszefiiggés), tigy a MPO+H,0;
kezelést kovetden bekovetkezd erdcsokkenés szignifikansan nagyobb volt a H,O; kezeléshez
viszonyitva. Az MPO+H,0, hatdsara 1étrejove Fpassiv novekedés ugyancsak szignifikinsban
nagyobb volt a H,O, kezelést kovetdéen tapasztalt Fpuseiv novekedésnél (79,6+14,6% vs.
23,9£7,4%, p<0,001).

A kontraktilis fehérjerendszer kalcumérzékenységének (pCasp) meghatarozasakor a

crer

crer
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meghatarozott erdvalaszra normalizilva (normalizalt erd) adtuk meg. MPO-+H,0, kezelést
kovetden a normalizalt er6-pCa Osszefiiggés szignifikans jobbra tolodasat, azaz a pCasg
csokkenését tapasztaltuk (pCasg 5,83+0,02 vs. 5,66+0,02, p<0,001, n=12) . Ezzel szemben a
H,02-kezelés a pCasp értéket nem befolyasolta (5,85+0,05 vs. 5,82+0,03, p=055, n=7). A
szivizomsejtek kezelés elbtti Faiv, Fpassav €5 pCaso értékei kozott mérhetd kiilonbség 5,4%,
55%, illetve 09% wvolt. Sem a H,0,, sem a MPO+H,0, kezelés nem eredményezett
fénymikroszkoppal észlelhetd struktiralis valtozast a szivizomsejtek hardntcsikolatdban.
4.1.3 Az MPO-inhibitor (MPO-I) és a metionin (Met) kivédi, a dithiotreitol (DTT) részlegesen
revertalja az MPO-okozta kontraktilis diszfunkciot
Az MPO+H,0, kezelés szivizomsejtekre kifejtett karos funkcionalis hatdsainak
kivédhetéségét az MPO-I (50 uM), valamint az antioxidans Met (10 mM) és a redukaloszer
DTT (10 mM) segitségével vizsgaltuk. Mind az MPO-I, mind a Met kivédte az MPO hatasara
1etrejove Fauiy csokkenést (MPO: 57,7+4,1%, MPO-I: 80,0+5,3%, Met: 80,1£3,6%, p<0,001
vs. MPO, n=5-6) és Fpussiv novekedést (MPO: 179,6+14,6%, MPO-I: 147,7+6,1% ¢és Met:
139,9+8,7%, p<0,05 vs. MPO, n=5-6). Az MPO-I és Met jelenlétében mért Fuuiv €s Fpassiv
Osszevethetd volt a H,O, kezelés utan meghatarozott eréértékekkel. Az MPO-I és a Met
jelenlétében a kalcium érzékenységi gorbe jobbra tolodasa (a pCasy csokkenése) nem volt
megfigyelheté (MPO-I: 5,88+0,07 vs. MPO: 5,66+0,02, p<0,05 illetve Met: 5,81+0,04 vs.
MPO: 5,66+0,02, p<0,001, n=5-6) .

A redukaloszer DTT MPO kezelést kovetden visszaforditotta az MPO 4altal indukalt
Fpassziv  novekedést (AFpassy MPO: 89,3+273% vs. DTT: 19,7+10,4%, p<0,05, n=6),
ugyanakkor az Fugw (MPO: 573+64% vs. DTT: 43,8+5,1%, p=N.S., n=6) és a pCasp
(5,66+£0,03 vs. 5,69+0,03, p=N.S., n=6) MPO hatasara bekdvetkezé csokkenését a DTT nem

volt képes revertalni.
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4.1.4 A Met gatolja az MPO klorindcios aktivitasat, azonban a peroxidaz aktivitasra nincs
hatassal

Az MPO funkciondlis hatdsainak hatterében all6 biokémiai mechanizmusok feltérképezéséhez
meghataroztuk az enzim klorinacids és peroxidaz aktivitdsat MPO-I és Met jelenlétében. Az
MPO-I az enzim klorindcids ¢és peroxiddz aktivitasat is gatolta (a kiinduldsi aktivitas
0,3+0,2%, illetve 104+6%-ara, p<0,001, n=4). Ezzel szemben a Met csak az MPO
klorindcids aktivitasat csokkentette (2,3£1,3%-ra, p<0,001, n=4), az enzim peroxidiz
aktivitasara nem volt hatassal (78,4+8,6%, p=N.S, n=4).

4.1.5 Az MPO hatasara létrejove oxidativ fehérjekarosodasok vizsgalata

Biokémiai kisérleteink soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az MPO miikodése soran
keletkezé oxidansok hogyan karositjdk a szivizomsejtek fehérjerendszerét. Ennek érdekében
részletesen tanulmanyoztuk az MPO kezelés hatdsara a miofilamentaris fehérj¢k SH-csoport
tartalmaban ¢€s karbonildcidjdban bekovetkezd valtozasokat.

4.1.6 Az MPO+H,0; kezelés hatasa a miofilamentalis feheérjék SH-tartalmara

A szivizomsejtek izolalo oldatban meghatarozott SH-csoport mennyiségéhez viszonyitva
H,O, ¢és kombinalt MPO+H,0, kezelés soran kismértéki, de szignifikins csokkenést
tapasztaltunk a fehérjék Ossz SH-csoport tartalmaban (90,4+1,5%, p<0,05, n=3, illetve
86,7+4%, p<0,01, n=3).

Ezt kovetden kisérletet tettiink az SH oxidacion atesett fehérjék azonositasara. H,O, és
MPO+H;0, kezelés hatdsara szignifikansan csokkent az aktin SH tartalma (75,9+7,1%-ra,
p<0,01, n=4, valamint 84,2+4.4%-ra, p<0,05, n=9, az Iso-ban kezelt mintak SH tartalmahoz
viszonyitva). Ezzel szemben MyBP-C és az Orids szarkomer fehérje, a titin rugalmasabb
(N2BA) és rigidebb (N2B) izoformdjanak SH tartalma egyik kezelést kdvetden sem valtozott
jelentésen. SH oxidacio hatdsara intermolekularis diszulfid-hidak is keletkezhetnek a fehérjek

kozott, melyek nagy molekulatomegii komplexek kialakulasdhoz vezetnek. Western
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immunoblot technika segitségével nem redukald kornyezetben egy kozel 90 kDa
molekulatomegli, tropomiozin ¢és aktin tartalmi fehérje-komplexet sikeriilt kimutatnunk,
azonban ennek mntenzitdsa H,O, vagy MPO+H,0; kezelés hatdsara csokkent.

Kisérleteink soran a ftitin nem redukalo és redukald kornyezetben oldott, eltérd
kezelés hatdsara jelent6sen csokkent a nem redukald pufferben torténd denaturalassal nyert
felilisz6 titin tartalma, mig a pelletben maradd titin mennyisége novekedett. A
feliiliszo/pellet ardny tehat mind az N2B, mind az N2BA titin izoforma esetében
szignifikdnsan csokkent. A kezelések nem befolyasoltak a titin izoforma ardnyat a kiindulasi
(Iso, adat) mintdhoz viszonyitva sem a feliiliszo, sem pedig a pellet esetében.

4.1.7 Az MPO hatasa a szivizomfehérjék karbonilaciojara

H,0; kezelés hatasara kismértékii, de szignifikdns novekedést tapasztaltunk az aktin karbonil-
csoport tartalmaban (karbonilacios index (KI)=1,1+0,046, p<0,05, n=5). Ez az érték azonban
nem valtozott MPO hozzaadasat kovetéen (KI=1,1+0,052, p=0,9 vs. H,0,, n=11). Az
aktinhoz hasonléan kismértékili, de szignifikdns novekedést mértink a MyBP-C fehérje
karbonilacidjaban mind H,0, (KI=1,5+0,2, p<0,05, n=2), mind pedig MPO+H,0, kezelés
utan (KI=1,4+0,2, n=4 p<0,05 vs. id0 kontroll). Az oridsfehérje titin N2BA ¢és N2B
izoforméjanak karbonilicidja nem valtozott H,O, és MPO+H;0, kezelést kovetden sem
(N2BA-H,0,: KI=0,9+0,2, p=0,47 vs. Iso és MPO: 1,002, p=0,68 vs. Iso, N2B-H,0,:

KI=1,0+0,1, p=0,36 vs. Iso é¢s MPO: KI=0,9+0,1, p=0,64 vs. Iso).
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4.2 Az ovariektomia és az akut stressz hatdsa patkdny bal kamrai szivizomsejtek kontraktilis
funkcidjara

4.2.1 Az ovariektomia és a stressz hatdsa a kisérleti allatok fizikalis és laboratoriumi
paramétereire

Az allatok teststlya, valamint szivtomege szignifikansan nagyobb volt az OVX-S csoportban,
azonban a sziv-testtdmeg ardny nem kiilonbozott a vizsgalt allatcsoportok kozott. A szérum
gliikoz, valamint koleszterin értékek hasonloak voltak a négy allatcsoportban.

4.2.2 Az ovariektomia és a stressz hatdasa a szérum osztrogén és progeszteron szintre

A Kontroll és OVX patkdnyok szérumdban meghatdroztuk a néi nemi hormonok
detekcios értéket (4,9 pg/ml), amely sikeres ovariektomiara utal Szignifikinsan magasabb
(tobb, mint haromszoros) szérum progeszteron szintet mértiink a Kontroll-S (35,6+4,8 ng/ml),
valamint az OVX-S (21,9+4,0 ng/ml) patkanyokban a Kontroll (10+2,9 ng/ml) és az OVX
(2,8£0,5 ng/ml) allatok értékeihez viszonyitva (n=8/csoport, p<0,001 Kontroll-S vs. Kontroll;
p<0,01 OVX-S vs. OVX). Akut stressz hatasara a Kontroll-S, illetve az OV X-S csoportban a
progeszteron szintben bekovetkezd emelkedés (25,6 ng/ml, ill. 19,1 ng/ml) hasonld mértéki
volt.

4.2.3 Az ovariektomia befolyasolja a szivizomsejtek kontraktilis funkciojat

Az Fuyy szignifikinsan nagyobbnak bizonyult OVX, valamint OVX-S 4llatok esetében a
Kontroll, illetve a Kontroll-S allatokhoz viszonyitva (25,9+34 kN/m? és 26,3+3,0 kN/m’ vs.
16,4+12 kN/m® és 144+09 kN/m?, p<0,05, n=10). Ezzel szemben az akut stressz nem
befolyasolta az Fgq,-0t sem a Kontroll, sem az OVX allatcsoportban. A stressz hatasara a
pCasp-ben bekovetkezd csokkenés nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak. Sem az
ovaricktomia, sem pedig a stressz nem befolyasolta a Fpaseiv, Valamint az nwiy koefficiens

értékét. Az OVX, illetve az OVX-S allatok felhasznalt szivizomsejtjeinek keresztmetszete
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szignifikdnsan kisebb volt. A szarkomerhossz-erd Osszefiiggés mind a négy allatcsoportban
megOrzott volt, nyujtas hatdsara nétt az Faiy, illetve az Fpassiv 1S.

4.2.4 Az ovariektomia és stressz hatasa a miofilamentaris fehérjék 6sszetételére és
foszforilacios allapotara

A miofilamentaris fehérje-0sszetételben a Kontroll ¢s OVX csoportok kozott nem talaltunk
lényeges kiilonbséget. A Tnl foszforilacidja szignifikdinsan magasabb volt az OVX éllatokban
a Kontroll csoporthoz viszonyitva (153+£14,4% vs. 98,5+4%, p<0,001), ez azonban nem
mutatott Osszefliggést a szivizomsejteken mért pCasp-el (r=0,268, p=0,73). Az OVX-S
allatcsoportban mérheté Tnl foszforilacio (113,1£3,6%) Osszevethetd volt a Kontroll és
Kontroll-S csoportokban meghatarozott értékekkel. A MyBP-C foszforilacidja szignifikansan
magasabbnak adodott OVX allatokban a Kontroll csoporthoz viszonyitva (167,7+7% vs.
131,4+5,5%, p<0,001), azonban az OVX-S allatokban tovabbi, szignifikins emelkedés nem
volt megfigyelhetd (182,9+6,2%). A funkcionalis méréseknél tapasztalt valtozatlan Fpaseiy
értékeknek megfelelden nem talaltunk kiilonbséget a titin foszforilicioban a négy allatcsoport
kozott.

4.2.5 A szivizomsejt kontraktilis  funkcio oOsszefiiggése a miokardialis fehérjék
foszforilaciojaval, valamint a néi nemi hormonok szintjével

A szivizomsejtek funkciondlis paramétereit a fehérje foszforilacid értékeivel Osszevetve
szignifikdns korrelaciot talaltunk az Fyy, valamint a MyBPC foszforilacid kozott (r=0,986,
p<0,05). A titin foszforilicid6 ugyanakkor nem mutatott Osszefiiggést a szivizomsejteken
meghatarozott Fpassziv-Vel (r=0,14, p=0,86). A szérumban mért progeszteron szint és a
szivizomsejteken meghatarozott pCasy értékek kozott szignifikdns, mverz korrelacid volt

megfigyelheté (r=0,96, p<0,05).
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5. Megbeszélés

5.1 A mieloperoxidaz enzim (MPQO) hatisa a humdn szivizomsejtek mechanikai és
biokémiai jellemzdire

Miokardialis gyulladas és I/R karosodas sordan az oxidativ stressz novekedése €s kontraktilis
diszfunkci6 kialakuldsa figyelheté meg. Méréseink sordn az MPO+H,0, kezelés
szignifikdnsan csokkentette a szivizomsejtek aktiv erejét és jelentdsen csokkentette a kalcium
érzékenységet is. A H,O, hatdsa 6nmagaban koncentracié dependens, a MPO+H,0; kezelés
aktiv erdre kifejtett jelentds karositd hatasanak hatterében azonban a reakcioban képzddo erds
oxidans, a HOCI 4&llhatt A MPO+H,0, kezelés sordn fénymikroszkoppal vizsgalva a
szivizomsejtek  harantcsikolata nem  valtozott, azonban fontos megjegyezni, hogy
elektronmikroszkopos vizsgalatok sordan HOCI hatdsdra a miofilament halozat sériilése
igazolodott. A kalcium fliggetlen passziv erd H,O, hatdsara kismértékben, mig H,O,+MPO
hatasara jelentés mértékben fokozodott. Ezen eredményeink Osszefliggésben allnak azzal a
korabbi megfigyeléssel, miszerint a membranfosztott patkany trabekuldk esetében az alacsony
H,0; koncentracié (10 uM) nem ndvelte a passziv erdt, mig a HOCl-val torténd kezelés annak
szignifikdns emelkedését okozta. Bizonyitott, hogy az Orids szarkomer fehérje, a titin
molekularis rugoként mikodve kulcsszerepet jatszik a membranfosztott szivizomsejtek
passziv erejének kialakitasdban. A szivizomsejtek passziv ereje titin izoformavaltas, valamint
poszttranszlacios modosulasok  (foszforilacio, SH-oxidacio ¢és feltehetéen karbonilacio)
hatasara valtozhat. Jelen tanulmanyunkban nem sikeriilt biokémiai modszerekkel kimutatni a
titin fehérje H,O,+MPO kezelést kovetd SH oxidacigjat és karbonilaciojat, funkcionalis
méréseinkben azonban a DTT szignifikinsan csokkentette a szivizomsejtek H,O,+MPO
kivaltotta Fpaseiy novekedését. Az MPO hatas redukéloszerrel megvalositott revertalhatosaga
annak oxidativ természetére utal. H,O,+MPO kezelés hatdsdra szignifikdns csokkenést

tapasztaltunk kalciumérzékenységben, amely ellentmondasban 4ll egy korabbi tanulmany
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eredményeivel, ahol HOCI kezelést kovetéen a pCasy érték emelkedését tapasztaltak. Az
eltérd eredmények hatterében tobb tényezd is allhat: kisérleteinkben nem ismert példaul a
keletkez6 HOCI mennyisége, igy a két kisérleti elrendezésben kiilonbség lehet az alkalmazott
dozist illetéen, emellett a permeabilizdlt miocitdkon, illetve trabekuldkon elvégzett kezelés
nehezen vetheté Ossze egymassal. A H,0, kezelés nem volt hatassal a sejtek kalcium
érzékenységére, igy azt feltételezzikk, hogy az inkabb struktiralis, mintsem regulatorikus
valtozasokat okoz a miofilamentumok szintjén, akdr az erdgeneralo kereszthidak szamanak
csokkentése révén.

Az utobbi években szamos CV megbetegedésben (példaul I/R karosodas, akut MI,
HFpEF) igazoltak az MPO szerepét. Az MPO, mint biomarker szérumszintjének
meghatarozasa hasznos lehet ezen korallapotok diagnosztizdlasaban, az enzim gatlasanak
pedig kiemelt szerepe lehet ezen korképek kezelésében. Az MPO gatlds potencidlis negativ
immunologiai  kovetkezményei ellenére az MPO-inhibitorok jelenleg is szamos CV
megbetegedés (miokardidlis infarktus, HFpEF) kezelésére klinikai kiprobalas alatt allnak.

Az altalunk alkalmazott MPO-I, a 4-aminobenzhidrazid képes volt kivédeni az MPO
szivizomsejtekre gyakorolt karos hatasait. Az inhibitorhoz hasonléan a Met is képes volt
megakadalyozni azt, hogy az MPO kifejtse funkciondlis hatasait, amibdl arra kovetkeztetiink,
hogy az észlelt valtozasokért az MPO klorinacios aktivitdsa tehetd feleldssé. Ez utobbi
megallapitasunkat MPO aktivitas assay-vel is megerdsitettikk. Korabbi tanulmanyok alapjan
ismert, hogy a fiziologiasan relevans Met oldallincok oxidacidja a  fehérjék
funkciokarosoddsat okozhatja, mely utdbbit kimutattak szivizomfehérjék esetében is (pl
aktin). Az MPO inhibitorral és Met-nal két ponton is sikeresen kivédtik az MPO oxidativ
hatasait. A redukaloszer DTT azonban a csak részlegesen volt képes visszaforditani az MPO-
indukalt mechanikai valtozasokat: a passziv erdt a kiinduldsi értékre csokkentette, azonban az

aktiv erét és a pCasp értéket nem befolyasolta. Az MPO altal kozvetitett oxidativ hatasok
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sokfélesége miatt valoszinlisithetd, hogy esetiinkben tobb, kiilonbozd reakcio eltérd
poszttranszlacios modositdsokat eredményezett a szivizomfehérjéken. Kisérleteinkben az
aktin esetében szignifikins SH tartalom csokkenést tapasztaltunk, azonban ennek mértéke
nem novekedett MPO hatdsara, igy ez 6nmagaban nem magyardzza a szivizomsejtek aktiv
erejének csokkenését.

Egy, a munkacsoportunk altal korabban hasznalt miokardidlis infarktus egér
modellben a kalcium-érzékenység csokkenéséhez az aktin ¢s MHC karbonilacioja tarsult, mig
magas koncentracioban alkalmazott H,O, az aktin karbonildcijat idézte eld. Jelen
tanulmanyunkban 30 uM-0s H,0, kezelést kovetden az aktin és MyBP-C esetében kismértékii
novekedést tapasztaltunk a karbonilaciés indexben. Mivel ezen paraméterben tovabbi
novekedést nem észleltink az MPO kezelés hataséara, igy az MPO-indukdlt funkciondlis
hatdsokat nem tudtuk egy-egy konkrét szivizomfehérje SH oxidacidjaval, vagy
karbonildcijaval magyarazni.

A szivizom fehérjék kozott kialakulo keresztkotéseket nem-redukald pufferben
feloldott mintdkon vizsgaltuk és egy aktin és Tm ellenes antitestre jelet add fehérjekomplexet
azonositottunk nem-redukald koriilmények kozott, melynek mennyisége MPO kezelés
hatdsara a varakozdsokkal ellentétben csokkent. A jelenség hatterében valdszintileg az éllhat,
hogy a kezelés hatasara a fehérje oldhatésaga csokkent, igy nem-redukald pufferben oldva
kevesebb tudott a gélbe jutni.

Az  MPO  szivizomsejtekre  kifejtett ~ hatdsdnak  kozvetitésében  egyéb
fehérjemodosulasok  (pl.  klorindcid, nitralds, Met oxidacid, szulfonsav-képzddés,
fehérjedegradacio) is szerepet kaphatnak, melyek vizsgalatdra kisérleteink nem terjedtek ki.

Jelen tanulmanyunkban az MPO rontotta a szivizomsejtek kontraktilis funkciojat.
Szamos tanulmany sziiletett mar az oxidativ stressz kéaros hatdsairdl, azonban ujabb

bizonyitékok egy sokkal komplexebb kép mellett szolnak. Kimutattak ugyanis, hogy az enyhe
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oxidativ stressz akar kardioprotektiv is lehet, s6t akar javithatja is a kontraktilis apparatus
teliesitményét. Osszességében elmondhatd, hogy az oxidativ agensek szivizomra Kkifejtett
hatasa nagyban fiigg azok erdsségétdl és természetétdl, valamint a miofilamentumok redox
kornyezetétol.

5.2 Az akut stressz és a ndéi nemi hormonok hatisai a szivizomsejtek kontraktilis
funkcidjara és a miofilamentdris fehérjék foszforilacidjara

A kiilonbozd allatmodellekben az alkalmazott stressz tipusa, idétartama, és az alkalmazas
modja (akut, vagy kronikus) nagyban befolyasolhatia a kivaltott valaszokat, illetve azok
mértékét. Mivel a kronikus stressz hatdsai a felépd deszenzitizicid miatt nehezen
tanulmanyozhatoak, igy jelen Aallatmodellinkben az akut stressz hatdsait vizsgaltuk. A
kisérletinkben alkalmazott akut stressz protokoll (hideg immobilizacioval) a mindennapi
¢letben viszonylag ritkan fordul el, hatasara is azonban az ACTH és kortikoszteroid szintek
novekedése kovetkezik be. A szérum progeszteronszint - nemtdl fliggetlen - jelentds
emelkedése a stressznek kitett Kontroll, és OVX-en datesett allatcsoportban az altalunk
vizsgalt allatmodellben is megfigyelhetd volt, annak mértéke szintén telies mértékben
Osszevethetd  volt a  szakirodalomban mért hormonszintekkel. A  progeszteron
kardiovaszkularis hatdsait egyre inkdbb nem genomi utvonalak aktivalédasdval hozzak
Osszefliggésbe. Az, hogy ezek a gyors szignaltranszdukcios utak is szerepet kapnak a
progeszteron valaszban, felveti az akut stressz 4ltal kivaltott progeszteronszint emelkedés
esetleges hatdsait a szivizomsejtek kontraktilis miikodésére €s/vagy annak szabalyozdsara.

A stressz hatasara felszabaduldo katekolamin tobblet a P-adrenerg jelatviteli uton
keresztiil a PKA aktivalodasahoz vezet. A Tnl PKA-medialt foszforilicidja a miofilamentaris
rendszer kalcium érzé¢kenységének csokkenése révén befolydsolja a kontraktilis funkciot.
Jelen tanulmdnyunkban csupan egy, a stressz hatasara bekovetkezd, kismértékii, nem

szignifikdns kalcium érzékenység csokkenés volt megfigyelhetd a stressznek kitett Kontroll-
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S, illetve az OVX-S allatcsoportok esetében, ez azonban nem jart egyiitt a Tnl fehérje
foszforilacios allapotanak valtozasdval. Az ellentmondd eredményeket az altalunk hasznalt
nem kinaz- €s foszforilaciés hely specifikus festési eljaras is magyarazhatja.

Kisérleteink soran szignifikdns Osszefliggést talaltunk a szérum progeszteron szint és a
szivizomsejtek pCasy értékei kozott. Ez arra utal, hogy a Kontroll-S, illetve az OVX-S
allatokban megfigyelt kismértékii, nem szignifikins Ca®* érzékenység csokkenés kivaltdja az
emociondlis stressz volt. A megfigyelésiink alapjan azonban nem donthetd el egyértelmiien,
hogy a ca” érz¢kenységre a stressz indukalt progeszteron, vagy a stressz hatasara kialakuld
B-adrenerg talsuly volt hatassal.

Az ovariektomiat kovetéen bekOvetkez6 P-adrenerg jelatviteli at stimulacidja, a
kovetkezményes cAMP koncentracié-novekedés és PKA aktivalodas a miofilamentaris
fehérjék foszforilaciojahoz vezet. A MyBP-C fehérje foszforilacidja gyorsitja az aktin-miozin
kereszthidak kialakuldsanak kinetikajat és noveli a kalcium aktivalta maximalis erét. Ezen
megfigyeléssel Osszhangban, kisérleteinkben is szignifikdns F;, novekedést tapasztaltunk az
OVX allatokban. Ezen feliil a MyBP-C foszforildcidja szignifikdns korrelaciot mutatott az
Faiv €rtékekkel. Eredményeink alapjan az OVX allatokbdl izolalt szivizomsejtek F iy
novekedésének hatterében az ovariektomia hatdsara bekovetkezd Pl-adreneg stimulacio
kovetkeztében kialakulo  MyBP-C foszforilacié allhat.

Munkank soran az irodalmi adatokkal Osszhangban nem talaltunk kiilonbséget az
egyes allatcsoportok kozott sem az Fpassy €rtékekben, sem pedig annak f6 regulatoranak, a
titin fehérjének a foszforilacios allapotaban.

A Kklinikai gyakorlatban egyre gyakrabban eléforduld takotsubo kardiomiopatia esetén
egyre nagyobb igény mutatkozik az akut stressz és a ndi nemi hormonok akut és késoi
hatasainak a szivfunkciora kifejtett hatasainak részletes feltérképezésére, valamint adekvat,

specifikus terapia kidolgozasara.
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A doktori értekezésben szereplo uj tudomanyos eredmények

Eredményeink alapjan az alabbi j megallapitasokat fogalmazzuk meg:

1. Az MPO az in vitro kisérleti koriilmények kozott rontja a kalciumfliggd izometrias
erogeneralast, noveli a kalcium fliggetlen passziv erét és csokkenti a kalcium
érzékenységet.

2. Az MPO altal kivaltott funkcionalis valtozasok kivédheték MPO-inhibitorral, valamint az
antioxidans metionin alkalmazasadval, mig a passziv erd ndvekedése redukaloszerrel
revertalhato.

3. Az aktin fehérje SH-oxidacidja, valamint az aktin és a MyBP-C karbonildcidja H,0, és
H,0,+MPO kezelés hatasara novekedett.

4. Az MPO éltal kivaltott funkciondlis hatasokat az MPO klorinacios aktivitdsa kozvetiti.

5. Az ovariektomia ndvelte a szivizomsejtek erdgenerdlasat, mellyel parhuzamosan
emelkedett MyBP-C foszforilacié igazolodott.

6. Az ovariecktbmia nem volt hatdssal a szivizomsejtek passziv erejére  és
kalciumérzékenységére, azonban akut stresszt kdvetéen a pCasp értékek jelzett csokkenése
figyelhetd meg. Utdbbi inverz korrelaciét mutat a stressz hatdsdra megemelkedett szérum

progeszteron szinttel.
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6. Osszefoglalas

Az oxidativ stressz €és az akut stressz fontos szerepet jatszik szamos kardiovaszkularis
betegség (pl. miokardidlis inkarktus, iszkémia-reperfizids karosodas, szivelégtelenség)
kialakulasaban. Osszetett hatasmechanizmusuk egyik pilléreként a miofilamentaris fehérjék
poszttranszlacios modositdsai altal kontraktilis diszfunkciét is eldidézhetnek.

A mieloperoxidaz enzim (MPO) hatasara képz6dd oxidansok in vitro az aktiv er6 és a
miofilamentaris rendszer kalcum érzékenységének csokkentése, valamint a passziv erd
novelése révén karositjdk a huméan bal kamrai szivizomsejtek kontraktilis funkciojat. Ezen
funkcionalis hatasok Iétrejottében szerepet jatszhat a szulfhidril-csoport (SH) oxidacio, mig a
fehérje karbonilaci6 jelentdsége elhanyagolhatonak tiinik. A MPO hatdsai MPO mhibitorral és
az antoxidans hatdsi metioninnal kivédhetdek. Az azonositott funkciondlis és biokémiai
eltérések terapias jelentdséggel birhatnak az MPO altal indukalt kontraktilis diszfunkcid €s
miofilamentaris fehérjevaltozasok kivédésében/visszaforditdsaban emelkedett MPO szinttel
jar6 kardiovaszkularis korfolyamatokban. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az akut stressz
hatasara jelentds mértékben novekszik a szérum progeszteronszint mind nem ovariektomizalt,
mind pedig ovaricktomizalt ndstény patkanyokban. Az Osztrogén hianya befolyasolja a bal
kamrai izolalt szivizomsejtek funkcidjat: a miozin-kotd C fehérje (MyBP-C) foszforilacidja
altal novekszik a Ca®*-aktivalt erdgeneralas. A szérum progeszteron szint novekedésével
parhuzamosan csokken a miofilamentéaris rendszer kalcium érzékenysége, melynek hatterében
a szervezet emociondlis stresszre adott védelmi valasza allhat.

Az oxiddnsok kérosit6 ¢és a ndéi nemi hormonok védd szerepének pontos
mechanizmusa a fent emlitett kardiovaszkularis betegségekben tovabbra sem teljesen
tisztdzott. A  specifikus miofilamentaris fehérje moddosulasok funkciondlis hatasainak
pontosabb megértése nagyban hozzajarulhat a kardiovaszkularis betegségek ujszerti kezelési

lehetéségeinek kifejlesztéséhez.
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7. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Borbély Attilinak. Orvosi
hivatdsa mellett is mindig szakitott id6t arra, hogy aktivan hozzajarujon a kdozos
munkankhoz. Habar a laborban nagyon keveset volt szerencsénk egyiitt dolgozni, mégis
folyamatosan jelen volt, és tandcsaival, szakértelmével és atgondolt meglatasaival rengeteget
tett a kisérletek és cikkek elkésziiltéért. Végtelen tiirelmére és csipds humorara nagyon nagy
szilkségiink volt az ¢évek soran. Kiilon koszondm, hogy megismerhettem a csaladjat, €s
remélem, hogy a jovoben témavezetobdl €s hallgatébol baratokka valhatunk.

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Edes Istvannak, hogy az éltala vezetett Kardiologiai
Intézetben végezhettem munkdmat, mert ez 4ltal molekularis biologusként kozelebb
keriilhettem ehhez a tudomanyaghoz és kozelrdl szemlélhettem az ott zajloé magasszinti
gyogyitd munkat.

Halaval tartozom Prof. Dr. Papp Zoltannak, amiért az irdnyitasa alatt allo szivizomsejt
munkacsoport tagja lehettem. Kiilon koszondm azt, hogy betekintést engedett az alapkutatas
viligdba hazai és nemzetkdzi szinten egyarant, és hogy hallgatoként az orszag és Europa
legrangosabb kardiologiai konferencidira is eljuthattam.

Ko6szonom Prof. Dr. Toéth Attilinak, hogy lelkes és kreativ kutatdi hozzaéllasaval jo
példaval jart mindannyunk el6tt. Habar TDK hallgatoként dolgoztunk egylitt tobbet, a PhD
¢veim alatt is kérhettem a tanicsait, ha elakadtam a munkdmmal. Ilyenkor biztos lehettem
benne, hogy az irodajabol négy telerajzolt papirral és legalabb két hétre elegendd feladattal
tavozom.

Koszondm a tdmogatast, a sok kozos élményt €s egyiitt eltoltott idot a tanszek akkori
hallgatoinak és dolgozoinak! Kiilon koszoném Dr. Balogh Agnesnek azt a sok ismeretet, amit

atadott nekem a PhD képzésem elején, késobbiekben pedig a hasznos, atgondolt tanacsai,
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segitokészsége ¢€s kedvessége sok holtponton atsegitett. Koszondm tovabba Dr. Bodi
Beatanak és Dr. Fagyas Miklosnak a kisérletek sordn nyujtott segitséget.

Es aki nékkiil ez a munka nem sziilethetett volna meg: Pasztorné Toth Enikd. Oriasi
labortapasztalata, szaktudasa és otletei nélkiilozhetetlenek voltak a munkank soran. Oriilok,
hogy mellette szerezhettem laboratériumi rutint. Hasznos tandcsai, tippjei a mai napig
fiilemben csengenek, a tole ellesett triikkkok és mozdulatok pedig mar a kezemben vannak és
sikerrel kamatoztatom Gket a napi munkam soran. Es azok a nagy nevetések....! Koszonom,
Eniko!

K0szondm a csalddom, parom és barataim tdmogatasat!

Munkamat Draga Sziileimnek és Draga Nagysziileimnek ajanlom!

(végezetiil, koszondm magamnak)
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