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Roviditések jegyzéke

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfét

cTnl: cardidlis troponin I

DTDP: 2,2’-ditiodipiridin

DTNB*: 5 ,5’-ditio-bisz-2-nitrobenzoesav

DTT: ditiotreitol

ECL: felerdsitett kemilumineszcencia

F,: Ca™*-aktivalt maximalis erd

Fpassziv: passziv erd

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GSH: redukalt glutation

H,0;: hidrogén-peroxid

HIF-1a: hipoxia indukélt faktor-1a
jodoacetil-PEO,-biotin: (+)-biotiniljodoacetamidil-3,6-dioxaoktanediamin
ki aktin-miozin ciklus sebességét jellemz6 alland6
MLC1: miozin konnyti lanc 1

NAC: N-acetil-L-cisztein

NADH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid
NADPH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NF-«B: nuklearis faktor kappa B

NO: nitrogén-monoxid

NO: nitroxil-anion

NO™: nitrozénium-kation

NOS: nitrogén-monoxid-szintdz

-OH: hidroxilgyok

102: szinglet oxigén

O;,: oxigén

O;": szuperoxid-anion

pCa: Ca** koncentracié 10-es alapi negativ logaritmusa

pCasp: félmaximalis erd 1étrejottéhez sziikséges pCa érték



PN: peroxinitrit

RNS: reaktiv nitrogén szabadgyokok
ROS: reaktiv oxigén szabadgyokok
SEM: mintakozép hibdja

SDS: néatrium-dodecil-szulfat

SH: szulthidril

TNB": 2-nitro-5-tiobenzoat sav



1. Bevezetés

Az ut6bbi évtizedekben intenziven tanulmanyoztak a reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS)
molekuléris szintli hatdsait €s azoknak a sejtek és szervek funkciéjdban megnyilvanul6
kovetkezményeit. Leirtdk a szabalyozott koriilmények kozott kis mennyiségben termel6dé ROS
fiziologias funkcidit, ugyanakkor vilagossa vélt, hogy az oxidativ stressznek szdmos koréllapot
kialakuldsaban meghatdrozé szerepe van. Ezen korallapotok koziil kiemelhetd a szivelégtelenség
és az ischaemids-reperfizios karosodas. Szamos kisérletben bizonyitottdk a szivizomsejteket érd
oxidativ stressz kontraktilis funkciéra kifejtett kdros hatdsat, és vizsgaltdk ennek szertedgazo
molekuldris hatterét. Mai tuddsunk szerint a szabadgyokok sokféleképpen reakcioba léphetnek
nukleinsavakkal, lipidekkel, fehérjékkel, és karosithatjdk ezek mukodését. Ezen karosoddsok
nagyon sok esetben irreverzibilisek, és az oxidacié a makromolekuldk végleges funkciéromlasat
eredményezi. Azonban a fehérjék cisztein oldallancain jelen 1évé szuthidril (SH) csoportok
oxidacidja tobbnyire reverzibilis. Ez a reverzibilitds lehetové teszi a SH csoportok redox
reguldcidban megfigyelt szabalyoz6 szerepét, és megadja oxidativ stressz sordn a
szabadgyokokkel szembeni védelemben és az adaptiv védlaszban betoltott jelentOségét. Egyre
tobben tanulmanyozzdk az SH csoportok oxidativ hatdsra bekovetkezd vdltozdsait, ennek
funkciondlis kovetkezményeit, legkiilonb6zobb betegségekben megfigyelhetd szerepét, és a
sejtek redox homeosztazisdban betoltott funkcidjat. Fehérjék SH csoportjait a ROS-hoz
hasonldan reaktiv nitrogén szabadgyokok (RNS) és szarmazékaik is képesek oxiddlni, koztiik a
sokat vizsgalt peroxinitrit is, valamint oxiddcidjuk SH specifikus oxidédlészerekkel szelektiven
tanulmanyozhaté.

Jelen disszerticié a szivizomsejtek myofibrillaris fehérjéinek szulfhidril csoportjain
bekovetkezd oxidacioval és ennek a kontraktilis funkciéra kifejtett kovetkezményeivel
foglalkozik. A disszertici6 bemutatja egy SH specifikus oxidéldszerrel (2,2’-ditiodipiridin,
DTDP) és peroxinitrittel human mintdkon végzett vizsgalataink eredményeit. In vitro kisérleteink
soran mindig egymds mellett tanulmanyoztuk az oxidacié hatdsdra kialakulé mechanikai
valtozdsokat €s ezek biokémiai hatterét. Kiilonos figyelmet szenteltiink az SH oxidéacié 4ltal
kivaltott valtozdsok revertdlhatosdganak vizsgélatara, melynek szerepe lehet a kéros elvaltozasok

kialakuldsdnak megel6zésében és kezelésében egyarant. Vizsgaltuk tovabba, hogy a peroxinitrit



altal kivaltott kontraktilis depresszidhoz milyen mértékben €s koriilmények kozott jarul hozza a
SH oxidéaci6. Munkédnkban bemutatjuk a myofibrillaris fehérjék SH oxidacidjanak és az aktin-
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miozin ciklus kdrosodott Ca”*-reguldciéjdnak Osszefiiggéseit human szivizomban.

1.1. Szabadgyokok és a hatasukra kialakul6 oxidativ és nitrozativ stressz

A sejtekben az intermedier anyagcsere soran, illetve enzimatikus és nem enzimatikus dton
tokéletleniil redukalt oxigénszarmazékok keletkeznek. Ezek rendkiviil reaktivak és egy vagy tobb
parositatlan spinli elektront tartalmaznak, vagyis szabadgyokok. Az oxigént tartalmazé
szabadgyokoket reaktiv oxigén szabadgyokoknek (ROS-nek), mig a nitrogént tartalmazokat
reaktiv nitrogén szabadgyokoknek (RNS-nek) nevezi a szakirodalom. A ROS csoportjaba tartozé
bioldgiai jelentdséggel bird, elsddleges szabadgyok a szuperoxid-anion (O;’), mely oxigén (O,)
molekuldbodl egyetlen elektron felvételével keletkezik. Tovabbi elektron befogdsa eredményezi a
hidrogén-peroxid (H,O,) kialakuldsit, mely definicié szerint nem tekinthetd szabadgyoknek,
viszont magas reaktivitdsa €s hasonl6 bioldgiai viselkedése miatt sokan a szabadgyokok kozott
emlitik. Ujabb elektron felvételével hidroxilgyok (-OH) keletkezik. A szinglet oxigén (‘O,) egy
igen rovid élettartamu és reaktivitdsd formdja a molekuldris oxigénnek, melynél a kiilso elektron
egy magasabb energiaszintii palyan taldlhaté (Dean és mtsai, 1997; Giordano, 2005). RNS kozé
tartozik a nitrogén-monoxid-szintdz (NOS) éltal termelt nitrogén-monoxid (NO), amelynek
szamos fizioldgids funkcidja is jol ismert (pl.: neurotranszmisszid, vérnyomds-szabalyozas,
vazodilatacié)(Valko és mtsai, 2007; Bergendi és mtsai, 1999). A NO-bdl tovabbi reaktiv
molekulak képzdédhetnek, igy a nitrozonium-kation (NO"), a nitroxil-anion (NO") és a peroxinitrit
(ONOO)).(Droge, 2002; Valko és mtsai, 2007)

A szabadgyokok kialakuldsét leiré kordbban egyeduralkodé ,,kémiai baleset” elmélet ma
mar tdlhaladott, és ismert, hogy szabdlyozott koriilmények kozott is keletkeznek. Az emlds
sejtekben az élettani folyamatok sordn ROS termelddése elsOsorban a mitokondriumokban zajlo
oxidativ foszforilaciéhoz, és a normélis celluldris aerob metabolizmushoz kotott. Szabadgyokoket
termelnek a mitokondridlis elektron transzportldnc enzimei: a xantin-oxidaz (XO) (Hare és
Stamler, 2005b), a nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat-oxiddz (Griendling és mtsai,

2000), a NOS (Landmesser és mtsai, 2003; Kuzkaya és mtsai, 2003), a citokrom p450 (Ide és



mtsai, 1999), tovabba ciklooxigendz izoenzimek, a lipoxigendzok és a monooxigendzok. A ROS
és szarmazékaik kdérosithatjdk a sejtek mikodését, ezért a sejtek a szabadgyokok szintjét
szabdlyoz6 tobbszords antioxiddns védelemmel rendelkeznek. Ilyen antioxidéns védelmet biztosit
a sejtekben a szuperoxid-diszmutdz (SOD) rendszer, a kataldz, a glutation-peroxiddz rendszer, a
tioredoxin és a ROS-t termeld folyamatok nagyfoku kompartmentalizacidja (Kunsch és Medford,
1999). Nem enzimatikus dton torténd szabadgyok elimindcioban az antioxidans hatdst anyagok
jatszanak jelent6s szerepet. Kiemelkedd fontossdgi ezek koziil a C-vitamin, E-vitamin, A-
vitamin, ubikinon, fehérjék szulfhidril csoportjai, valamint a glutation.

A ROS sejtek miitkodésében betoltott bioldgiai szerepe tehdt tobboldali. A szabadgyokok
lényeges szerepet jatszanak szamos fiziologiai folyamatban, de ugyanakkor karos hatasiak
lehetnek, ha nagy mennyiségben termelédnek. Elettani funkcidik megfigyelhetéek tobb jelatviteli
folyamatban, fagocitdlé sejtekben bizonyitottdk meghatdroz6 részvételiiket. Befolyasoljak
specifikus transzkripcids faktorok aktivitdsat, mint pl. a nukledris faktor kappa B (NF-«xB)
(Hirotani és mtsai, 2002), HIF-1a (hipoxia indukalt faktor-1a) (Ryan és mtsai, 1998; Carmeliet és
mtsai, 1998). Ily médon a génexpresszidos mintdzat moduldldsan keresztiil befolyasoljdk az
angiogenezist, metabolikus folyamatokat, apoptézist, vasculdris aktivitast, remodellinget és a
gyulladast (Iyer és mtsai, 1998).

Az €10 szervezetben folyamatosan termeldd6 ROS-et a sejtek védekez0 mechanizmusait
képez6 antioxiddns molekuldk, enzimek folyamatosan inaktivéaljdk, elimindljadk. Koros
koriilmények kozott ezen antioxiddns rendszerek elégteleniil miikodhetnek, vagy a ROS fokozott
mértékben termelddhetnek, mely meghaladhatja az antioxiddns rendszerek kapacitdsat. Ezéltal a
kiilonb6z6é makromolekuldk oxid4cidja jon létre, ami a sejtek funkciondlis és morfologiai
karosoddsdhoz vezet. Ezt a jelenséget oxidativ stressznek nevezziik. Oxidativ stressz sordn
nukleinsavak, proteinek, szénhidratok, lipid molekuldk karosodnak. A DNS oxidécidja a lanc
torését, purin nukleotidok mddosulasat, DNS és fehérjék keresztkotését eredményezi, mely a
génexpressziora messzemend hatdssal van (Rahman, 2003). Lipidek oxidé4cidja sordn
megvaltozik a membranok permeabilitdsa, zavart szenved az ion homeosztizis, mig lipid
peroxidacié sordn rendkiviil citotoxikus termékek, mint pl. malondialdehid, keletkeznek. A
fehérjék oxidaci6ja aminosav oldallancaik moédosuldsat, keresztkotott protein aggregatumok
kialakuldsat, valamint a polipeptid ldnc hasitidsit eredményezi. Az aminosav oldallancok

modosuldsai koziil legfontosabbak a cisztein oldallancok SH oxidéacidja, a lizin, arginin és prolin



aminosavak karbonildcidja és a tirozin oldaldncok nitrdlédasa (Eaton és mtsai, 2002a).
Kimutattdk a szabadgyokok hatdsara kialakulé protein denaturdciét is, mely a fehérjéket
proteolitikus rendszerekkel, protedzokkal szemben érzékenyebbé teszi (Davies és mtsai, 1987).
Igy a véglegesen kdrosodott fehérjéket az intracelluldris proteolitikus rendszerek gyorsan és
szelektiven degradaljdk (Grune és mitsai, 2003). A mérsékelt oxidativ hatast kovetod
degradiacionak a proteinek turnoverében is fontos szerepe lehet. Amennyiben a kédrosodott
proteinek lebontdsa mégsem kovetkezik be, tigy akkumuldlédnak a sejtekben (Giasson és mtsai,
2002). A makromolekulak oxidativ stressz hatdasara kialakulé fentebb leirt valtozasai
mutagenezist, karciogenezist, metabolikus folyamatok megvaltozasat, fehérje inaktivaciot
eredményezhetnek.

Jelenleg az oxidativ stressznek szdmos betegség €s korfolyamat pathogenezisében ismert
kozponti szerepe. Ilyenek a ischaemids-reperfiiziés karosodds, a szivelégtelenség, az
atherosclerosis, daganatos megbetegedések, az Alzheimer-kér, az oregedés folyamata (Droge,
2002; Valko és mtsai, 2007), az apoptdzis (von Harsdorf és mtsai, 1999; Pimentel és mtsai, 2001;
Adeghate, 2004) és a szivizom hypertrophia kifejlodése (Pimentel és mtsai, 2001; Kwon és mtsai,
2003; Li és mtsai, 2002; Date és mtsai, 2002; Higuchi és mtsai, 2002). Kiemeljiik ezen
folyamatok koziil a ischaemids-reperfiiziés karosoddst és a szivelégtelenséget, melyek

pathomechanizmusaval és az oxidativ kdrosodds hozzdjarulasaval részletesebben foglalkozunk.

1.2. Szulfhidril csoportok és jelentéségiik

Az intracelluldris fehérjék cisztein oldalldncain jelen 1év0 szulthidril (tiol, SH)
csoportoknak sokrétli szerepiik van az eukaridta sejtekben. Proteinek SH csoportjai kdzponti
szerepet toltenek be katalitikus folyamatokban, elektron transzferben, fehérjék struktirdjanak
kialakitdsaban. Szdmos enzim aktiv helyén taldlhat6 cisztein, mint pl. protedzok, calpain, papain,
glutation reduktdz, tioredoxin, glutaredoxin stb. estében. Fémion kotd képességiik révén
feladatuk ismert DNS-kotd fehérjék mukodésében. Ugyanakkor sok SH csoportnak nincs
metabolikus funkcidja, viszont részt vesznek az antioxiddns védelemben és az intracellularis

redox allapot fenntartdsdban.



Fehérjék SH csoportjai kifejezetten érzékenynek bizonyultak mind oxigén, mind nitrogén
tartalmu szabadgyokokkel szemben. Tobbféle oxidativ dgens igy pl. szuperoxid, hidrogén-
peroxid €s peroxinitrit (Viner és mtsai, 1999) SH csoportokkal szembeni reakcidképességét
bizonyitottdk protein modell rendszerekben, sejtekben, in vitro €s in vivo kisérletekben. Fehérjék
SH csoportjai oxidativ hatdsra tobbféleképpen alakulhatnak at. Proteinek (P) SH csoportjai
egymadssal reagdlva intra- €és intermolekukdris diszulfid hidak (PSSP) kialakuldsat eredményezi.
Ezen reakcié nagyon fontos tulajdonsdga, hogy reverzibilis, akdrcsak a vegyes diszulfidok
kialakuldsa, az S-tiolaci6. Ez utébbi sordn kis molekulatomegl tiolok (cisztein, homocisztein,
glutation stb.) kapcsolédnak a fehérjék SH csoportjaihoz. Jelentdségénél fogva kiemelhetd ezek
koziil a glutation kapcsolddasa, az S-glutationilacié (PSSG). Reverzibilis a NO és a fehérje SH
csoportja kozotti reakcid kovetkeztében megvaldsulé S-nitrozilacié (PSNO) is. Tovédbba
lehetséges a SH csoportok irreverzibilis oxidacidja is szulfinsavva (PSO,H) vagy szulfonsavva

(PSO;H) (Giustarini és mtsai, 2004)(1. 4dbra).
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1. abra. Fehérjék szulfhidril csoportjainak lehetséges oxidativ médosulasai

Intracelluldris proteinek kiilonbozo oxidativ hatdsokra reverzibilis és irreverzibilis modon
alakulhatnak dt. Fiziologiai és pathologids szereppel egyardnt birhat a szulfhidril csoportok
reverzibilis S-nitrozildcioja, S-tioldcioja és dtalakuldsuk fehérjéken beliili vagy fehérjék kozotti
diszulfid hidakkd. Irreverzibilis modosuldsuk szulfin- és szulfonsavvd a fehérjék funkciojanak
végleges elvesztését eredményezheti.

A reverzibilis dton kialakult diszulfidok redukcidja redukélé tulajdonsdgd molekuldkkal
és enzimatikus uton is megvaldsulhat. Fehérjéken beliili és fehérjék kozott kialakuld diszulfid
hidak redukciéjét a sejtekben a tioredoxin rendszer biztositja (Giustarini és mtsai, 2004). A GSH

Intracellularis fehér]ék és enzimek SH csoportjain torténdé oxidativ modifikéacié
kovetkezményeit kiilonb6zd szintli kisérletekben tanulményoztik. Jelenlegi tuddsunk szerint a

cisztein oldalldncok oxidativ poszttranszlaciés modositdsdnak élettani és korélettani szerepe
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egyarant van. Fehérjék redox reguldcidjanak, vagyis miikodésiik redox reakcion keresztiil
megvalésulé moédosuldsanak, egyik eszkoze a diszulfid képzodés, beleértve vegyes diszulfidok
kialakulaséat is. Az SH oxiddcionak a sejtek metabolikus szabdlyozdsdban betoltott feladatat
illetéen sok adattal rendelkeziink, de sok ezzel kapcsolatos kérdés ugyanakkor még
megvélaszolatlan.

A cisztein oldalldncok oxidaciéjanak hatdsit meghatdrozza a kérdéses oldallanc
molekuldn beliili elhelyezkedése. Amennyiben az oxidalodo cisztein a katalitikus centrumban
vagy a molekula térszerkezetének kialakuldsa szempontjdbol kritikus helyen taldlhatd, a
médosuldsa befolydsolni fogja a molekula miikodését. Igy jonéhdny fehérje funkcidja, melyek
kritikus helyen tartalmaznak ciszteint, reguldlhat6é redox reakcidkon keresztiil. Mindezidaig tobb
enzim esetében mutattdk ki kritikus cisztein oldallancanak oxidacidjdn keresztiil megvaldsuld
redox reguldciéjat. Ezek kozott taldlunk transzkripcidban, transzldcioban, degradacidban,
metabolikus folyamatokban részt vevé enzimeket egyarant. Illyen enzimek a cAMP-dependens
protein-kindz,  tirozin-hidroxilaz, a-ketoglutarat-dehidrogenaz, gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogendz (GAPDH), protein-kindz C, kreatin-kindz stb. (Klatt és Lamas, 2000; Borges és
mtsai, 2002; Eaton és mtsai, 2002b; Nulton-Persson és mtsai, 2003; Barrett és mtsai, 1999; Mohr
és mtsai, 1999; Ward és mtsai, 2000; Reddy és mtsai, 2000; Humphries és mtsai, 2002). A
katalitikus centrumban SH csoportot tartalmazé6 GAPDH esetében a kulcsfontossdgu helyen levo
cisztein oxidacdja az enzim inaktivaciojat jelenti. A kreatin-kindz esetében a katalitikus folyamat
nem ciszteinhez kotott, de az enzim olyan helyen tartalmaz ciszteint, mely a szubsztrit
megkotéséért felelds. Igy ezen cisztein oxidativ médositdsa szintén az enzim inaktiviciéjdt
eredményezi (Miller és mtsai, 1990). Kimutattdk human sejtvonalakon az S-glutationilacié G-
aktin polimerizdcidjaban betoltott regulatorikus szerepét. Ezekkel szemben mdés fehérjék esetében
mint pl. a glikogén-foszforildz a SH oxidéacié nem okozott valtozast az enzimaktivitdsban.

A sejtek anyagcseréjének reguldcidban fontos szerepet gyanitanak, mér csak az
intracelluldris magasabb szintje miatt is, a glutationnak. Az elmult években egyre tobb szerzd
vont parhuzamot a fehérjék miikodésének foszforilaci6 €s S-glutationildcié utjan torténd
szabdlyozdsa kozott. A kétféle szabdlyozas kozotti hasonldsdgot képezi, hogy mindkettd a
fehérjék reverzibilis, kovalens kotéssel torténd mddositasat jelenti. A foszforilacié szerin, treonin
és tirozin oldalldncokon torténhet, mig az S-glutationilacio kizardlag cisztein aminosavakon. A f6

kiilonbség a két szabalyozasi folyamat kozott, hogy mig a foszforilacié enzim altal katalizalt, és
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igy a cél struktira felismerése éltal biztositja a reakcié specificitasat, addig az S-glutationilacio
torténhet katalizis nélkiil (nem enzimatikus tton) is.

Szulthidril csoportoknak tovabba szerepet tulajdonitanak a sejtek redox homeosztizisanak
fenntartdsdban is. Az optimdlis redox kornyezet fenntartdsa egyrészt a bioszintetikus
folyamatokhoz sziikséges redukdlé ekvivalensek megfelelé termelddéséhez, masrészt a
makromolekulédk fiziol6gids funkcidjdhoz sziikséges kornyezet biztositasahoz is elengedhetetlen.
Fiziologias koriilmények kozott az intracelluldris kornyezet er6sen redukald, €s a kordbban leirt
reverzibilis folyamatok a szulthidril képzddés irdnydba vannak eltolva. Nagyon sok szerzd szerint
a fehérjék SH csoportjai fizioldgids koriilmények kozott kozel 100%-ban redukalt allapotban
vannak. Ugyanakkor mds kutatocsoportok megfigyelték kontroll koriilmények kozott S-
glutationilalt fehérjék jelenlétét is (Fratelli és mtsai, 2002; Lind és mtsai, 2002; Pastore és mtsai,
2003), mely megerdsiti az S-glutationilacié szigndl transzdukcidban és redox reguldcidban
betoltott szerepét. Az oxidativ hatdsokra igen érzékeny SH csoportok médosuldsa oxidativ stressz
sordn valosziniileg az elsok kozott kovetkezik be. Ezaltal a sejtek oxidativ dgensekkel szembeni
védelmében fontos szerepet toltenek be. Mivel a SH oxidédcié nagyon sok esetben reverzibilis,
ezen csoportok mintegy pufferelik is a sejteket ért oxidativ hatdsokat. Ezzel a SH csoportok
reverzibilis oxidacidja egyben megvédi a fehérjét az irreverzibilis mddosuldstdl is.
Koriiltekintden megtervezett kisérletekben a mdédositott cisztein oldalldncokat akdr az oxidativ
stressz biomarkereként is értékelhetjiik.

Redox reakcidk tanulmdnyozdsa sordn nyert eredmények értelmezésében a reakcidk
lejatszodasat meghatarozé tényezok figyelembe vétele segitségiinkre lehet. Az elektronatmenettel
jar6 redox reakcidk végbemenetelét tobbek kozott a reakcidban részt vevd oxidalo- és
redukdlészerek redox potencidlja hatdrozza meg. Befolydsolja a reakcidk lejatszodasat a
résztvevO partnerek koncentracidja, a pH és a homérséklet is. Makromolekuldk esetében nem
elhanyagolhat6 tényez6 ezek aktudlis konformdcidja €s a reakcidba 1€p6 oldallancok molekuldn
beliili helyzete. Ezen alapelvek és torvényszertiségek a bioldgiai rendszerekben is érvényesiilnek,
viszont ezen rendszerek rendkiviili komplexitdsa a redox reakcidk lejatszoddsat dsszetett modon
befolydsolja. Az itt emlitett tényezok figyelembe vétele fontos lehet annak megértéséhez, hogy a
sejtekben végbemend redox folyamatokat hogyan tudjuk befolydsolni, hogyan revertdlhatjuk a
reverzibilis redox reakcidkat, és hogy az alapkutatdsban és a klinikumban miért 1étezik ennyi

ellentmonddsos adat az antioxiddnsok alkalmazdsdval kapcsolatban.
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Egy nagyon fontos kérdés, hogy a proteinek SH oxidé4cidja specifikusan torténik-e vagy
barmilyen oxidativ hatds a kornyezetben 1évo SH csoportokat védlogatds nélkiil, gyakorlatilag
véletlenszerlien médositja. Jelenleg kevés adatunk van arra vonatkozdan, hogy redox reguldcié
sordan nem enzimek &ltal katalizalt SH oxidéacié és S-glutationilacié esetében mi hatdrozza meg,
hogy az adott intracelluldris kornyezetben melyik cisztein oxidalédik. Hasonlé moédon kevés
ismerettel rendelkeziink arrdl, hogy oxidativ és nitrozativ stressz sordn a fehérjék véletlenszertien
oxidalédnak-e, vagy SH oxiddciéval szemben kiilonboz6 érzékenységet mutatnak. Allatkisérletes
adatok szerint a szivizomzat egyes fehérjéinek oxidaciéja az oxidativ inzultus mértékétdl fiiggéen
mutathaté ki, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérjék SH oxidaciéja nem egyforma
mértékben kovetkezik be (Eaton és mtsai, 2002a). Feltételezhetd tovabba, hogy proteinek SH
oxid4cidjdnak kimenetelét meghatdrozza, hogy a reagélé cisztein kornyezetében van-e aktudlisan
valamilyen kis molsilyd tiol. Nem rendelkeziink adatokkal az itt emlitett kérdések humén
vonatkozdsait illetden.

Az SH oxidéaciot tobb vonatkozasban Osszefiiggésbe hoztik betegségek kialakuldsdval. S-
glutationilalt fehérjék szintjének szignifikdns emelkedését tapasztaltdk hyperlipidaemiaban,
kronikus veseelégtelenségben, diabetes mellitusban (Giustarini és mtsai, 2003; Niwa és mtsai,
2000; Al Abed és mtsai, 2001; Takayama és mtsai, 2001). Nem tudjuk ugyanakkor, hogy a
fokozott S-glutationildci6é az emlitett betegségek kialakuldsahoz hozzdjarul vagy adaptiv jellegii.
Feltételezik, hogy az apoptézis folyamatdnak elinditdsdban is szerepet jatszik a tiol oxidacid
(Hampton és mtsai, 1998). Myocardialis fehérjék ischaemids-reperfiizidés karosodas alatti SH
oxidaciojarol is beszdmoltak (Eaton és mtsai, 2002a).

A szakirodalomban kutatva kevés adatot taldltunk a myofibrillaris fehérjéket ér6 SH
oxid4cié €s a kontraktilitds Osszefiiggésének vizsgélatat illetden, és nem rendelkeziink
ismeretekkel ennek human vonatkozésaival kapcsolatban. SH oxidéaciénak izomdsszehizodasra
gyakorolt hatdsat egy ausztrdl munkacsoport tanulmédnyozta patkdny nyuzott harantcsikolt
izomrostokon (Lamb és Posterino, 2003; Posterino és Lamb, 1996). H,O, és egy SH specifikus
oxidédlészer a ditiodipiridin (DTDP) hatasdt vizsgéltdk. Mindkét oxidaloszer befolyédsolta az
izomrostok Ca’*-érzékenységét, és ezt kiilonbozé SH specifikus redukéldszerekkel a
koncentraciotdl €s inkubaldsi idétartamoktol fiiggden sikeriilt revertdlni. Megfigyelték ezen
preparatumokban a DTDP kontrakcids erét csokkentd hatdsat, habar parhuzamos biokémiai

mérésekkel nem tdmasztottdk ald az SH valtozdsok kialakuldsat. Kisérleteik eredményei arra
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utalnak, hogy az izommiikodésre a fehérjék SH csoportjainak redox stitusza hatdst gyakorol.
Laboratériumunkban folytatott kordbbi vizsgdlatok mellett ezen kutatécsoport kisérletei

biztositottdk a kiindulési pontot munkédnkhoz.

1.3. Peroxinitrit

A peroxinitrit (ONOQO") egy erélyes oxidalészer, mely szuperoxid-anionbol €s NO-bol
irreverzibilis tton keletkezik. A peroxinitrit alkalikus kozegben stabil anionként viselkedik,
azonban féléletideje jelentdsen lerovidiil semleges pH-n. A peroxinitrit a fehérjékkel elsésorban
tirozin oldallancokon reagdl, nitrotirozin képzOodését eredményezve (Reiter és mtsai, 2000).
Nitrotirozin keletkezése elméletileg nem csak peroxinitrit hatdsara torténhet, de in vivo ez a
legval6szintibb médja. Nitrotirozin képzddés egyéb lehetséges forrdsai, mint a dinitrogén-oxid és
a nitrit in vivo Kkoncentriciéja tdlsdgosan alacsony, hogy szignifikdns nitralédast
eredményezzenek. Nitrotirozin képzddés egyszeriien kimutathaté biopszidkbok és in vitro
kisérletekben is, ezért a nitrotirozin tartalmu fehérjék jelenlétét a peroxinitrit hatds markerének
tekintik. A peroxinitrit kisebb affinitdssal, de proteinek SH csoportjaival is reakciéba Iéphet,
oxiddlva ezeket. A peroxinitrtit 4ltal indukdlt nitrotirozin képzddést kiterjedten vizsgéltak, és
ennek eredményeképpen jelent0ségérdl egyre tobb adattal rendelkeziink. Ezzel szemben
korlatozott ismereteink vannak a peroxinitrit SH csoportokon kifejtett hatdsarél. Akarcsak a NO-
nak vagy egyéb szabadgyokoknek a peroxinitritnek is fiziologids és karos hatdsokat is
tulajdonitanak (Vinten-Johansen, 2000).

A neutrophil sejtek és a macrophagok egyardnt termelnek peroxinitritet, melynek a
baktériumokra adott valaszban van szerepe. Kis koncentraciéban leirtdk a peroxinitrit
cardioprotektiv hatdsat is (Nossuli és mtsai, 1997). Ugyanakkor kifejezett nitrotirozin képzddést
detektaltak sepsisben €s myocarditisben szenvedd betegek szivizom biopszidiban (Beckman és
Koppenol, 1996). Humén erekben taldlt atherosclerotikus laesiokban szintén extenziv nitrotirozin
képzOddést mutattak ki (Beckmann és mitsai, 1994). Hasonloan fokozott nitrotirozin képzodést
taldltak sepsisben, tiidégyulladdsban, felnéttkori 1égzési distress syndromdban szenvedd betegek
tiildé mintdiban (Haddad és mtsai, 1994; Kooy és mtsai, 1995), mig kontroll tiidé mintdkban

minimalis nitrdl6d4st tapasztaltak. Tobb tanulmanyban leirtdk a peroxinitrit kontraktilis
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mechanikat kdrositd hatdsat, melyet Osszefiiggésbe hoztak ischaemids-reperfizids kérosodds,
szivelégtelenség sordn kialakuld €s proinflammatérikus citokinek dltal indukalt (Ferdinandy és
mtsai, 2000) myocardiélis dysfunkcidval.

A peroxinitrit medidlt nitrotirozin képz6dés az oxiddlodé fehérjék irreverzibilis
véltozdsidhoz vezet. Igy a nitrotirozin képzG6dés okozta kdrosodds kivédése a fehérjék
Ujraképzddésével vagy ezen elvéltozdsok kialakuldsdnak megeldzésével lehetséges. Ennek
megfelelden terdpids beavatkozasi lehet0ség is csak ezen pontoknak megfeleléen lehetséges.
Ugyanakkor a peroxinitrit altal kivaltott reverzibilis SH oxidacié magédban rejti a lehetdséget a
kialakult valtozdsok visszaforditdsara, anélkiill hogy a sejteknek a proteineket tjra kellene
termelnitik. Ezen lehetdség késObbiekben torténd kihasznalasdhoz azonban tisztazni kell, hogy az
SH oxidaci6 peroxinitrit hatdsdra milyen koriilmények kozott jon 1étre, milyen

kovetkezményekkel jar, és hogyan revertalhat6.

1.4. A kontraktilis rendszer fehérjéi

A kontraktilis rendszer vékony é€s vastag filamentumokbdl, a vékony filamentumok
regulatérikus rendszerébdl és citoszkeletdlis komponensekbdl épiil fel (2. abra). Miikodési
egysége a Z-vonaltdl Z-vonalig terjedd sarcomer. A Z-vonalban helyezkednek el a horgonyzé
fehérjék, ahol a citoszkeletdlis filamentumok kapcsolédnak az aktin filamentumokhoz. A vastag
filamentumok hosszu a-helikdlis szerkezetli farokkal és globuldris struktiraja fejjel rendelkezd
miozinbdl épiilnek fel. A miozin fejek alkotjadk a vékony €és vastag filamentumok kozotti
kereszthidakat, melyek egyben az ATP hidrolizis helyei. Minden miozin fejhez két miozin
konnytl lanc asszocidlédik. A vékony filamentumokat a G-aktinbdl polimerizal6do kettds lancok
alkotjadk. A feltekeredd aktin lancok kozott helyezkedik el egy hosszu flexibilis fehérje, a
tropomiozin. A tropomiozinhoz az aktin fonalat felépitd minden hetedik G-aktinnak megfeleléen
egy troponin komplex kapcsolddik. A tropomiozin és a troponin molekuldk képezik a kontraktilis
rendszer regulatérikus egységét. A troponin komplexet a troponin C (cTnC), troponin T (cTnT)
és troponin I (cTnl) fehérjék 1:1:1 ardnyban alkotjdk. A ¢TnT a tropomiozin kotd alegység, a
¢TnC a Ca”™* megkotéséért felel6s, mig a ¢Tnl a komplex inhibitorikus alegysége (Zot és Potter,

1987).
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2. abra A kontraktilis fehérje rendszer felépitése

A kontraktilis rendszer mitkodési egysége, a sarcomer, a myofilamentumok helyzete alapjdn
savokra tagolhato (A). Ezen sdvok szabdlyos rendszerben torténo elhelyezkedése eredményezi a
szivizomsejtek hardntcsikolatdt. Az dbra B része a vékony és vastag filamentumokat felépito
fehérjéket abrdzolja.

A szivizom kontrakcidi és relaxacioi az intracelluldris fehérjékhez tartésan nem asszocidlt,
tigynevezett ,,szabad” Ca** koncentrici6 véltozdsainak fiiggvénye, melyet a rovidiilésre képes
kontraktilis fehérje rendszer alakit at erdvé (Solaro és mtsai, 1971). A kontraktilis rendszer
erdgenerdldsdnak és rovidiilésének lényege a vastag €s vékony filamentumok egymads mellett
torténd elcsiszdsa, melyet ATP jelenlétében a Ca** koncentracié novekedése indit el. A szivizom
myofibrilldris Ca?* receptordnak a vékony filamentum troponin C molekuldja tekinthetd, mely
jelentés Ca?* affinitdssal bir (Palmer és Kentish, 1994). A systole alatt felszabadulé Ca?* az
extracelluldris térbdl és a sarcoplasmaticus reticulum (SR) raktaraib6l szabadul fel. Ca’" kotdése

a troponin C-hez ennek jellegzetes konformacié véltozasat eredményezi, melynek hatdsara a cTnl
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aktinnal alkotott kapcsolata felszakad, és a tropomiozin kovetkezményes elcsiszdsaval az aktin
miozin-kotd helyei felszabadulnak. Ez végeredményben lehetové teszi az aktin-miozin
kereszthidak kialakuldsat és az erégenerdldst. A relaxdcié soran a Ca™ a troponin C-rél
disszocidl, visszadll a troponin C eredeti konformacidja, és ismét blokkolddik az aktin felszinén a

keresztkotések kialakitdsahoz sziikséges feliilet.

1.5. Ischaemias-reperfiiziés karosodas

A szivizomzatot érd atmeneti ideig tarté ischaemidval és azt kovetd reperfuzidval szamos
klinikailag j6l definidlt helyzetben szdmolhatunk. Igy pl: instabil angina esetén, acut
myocardidlis infarktus spontdn, thrombolysis, vagy coronaria intervencié miatt bekovetkezd korai
reperfizidja kapcsan, cardioplegidval egyiitt jaré nyitott szivmitétek és szivtranszplantacidok
sordn, st ischaemids szivbetegek terheléses kardioldgiai vizsgélata alatt is (Kloner és mtsai,
1998). A ischaemids-reperfiizios szivizom kdarosodéds (kdbult myocardium, “stunning”) soran
kialakul6 reverzibilis valtozdsok a pumpafunkcié csokkenését eredményezik (Piper és mtsai,
1998).

Ma mar tudjuk, hogy az ischaemids periddus alatti sejtkarosité folyamatok (ischaemids
karosodds) lényegesen eltérnek a reperfuzié alatt bekovetkezd celluldris jelenségektdl
(reperfiiziés kdrosodds). A celluldris valtozdsok rendkiviil sokrétiiek (Ca* tilsily, szabadgyokok
okozta karosodds, proteolitikus folyamatok aktivdléddsa, energiahidny, membrankdrosodas,
hiperkontraktilitds, stb.), és nem teljes mértékben feltartak. Az ischaemids-reperfizios
funkcidzavarok hatterének részleteiben torténd megértése ezért még virat magara.

Ismert, hogy stunningban az ischaemia kialakuldsa utdn a kontraktilis eré gyakorlatilag
azonnal megszlinik (3. dbra), bar azt az intracelluldris ATP-koncentrdcié vagy a Ca®* tranziens
valtozasai nem indokoljak. A kontraktilis er6 ischaemids megsziinésének metabolikus elmélete
értelmében a pumpafunkcié hirtelen romlasa azért kovetkezik be, mert a myofibrilldris rendszer
vélaszad6-készsége Ca’*-ra nézve a megviltozott metabolikus viszonyok miatt jelentdsen romlik,

vagyis a Ca**-érzékenység csokken (Eisner és mtsai, 1989).
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3. abra. Langendorff-szerint perfundalt izolalt patkany sziv balkamrai nyomasvaltozasai
egy 20 percig tarto globalis ischaemias periodus elott, alatt és utan.

Az ischaemia kezdetét kovetoen a balkamrai nyomds gyorsan megsziint, 10-15 perc elmiiltdval
ischaemids kontraktiira alakult ki. A reperfiiziot halmozott arrhythmidk kovették, majd a
kamranyomds egy, a pre-ischaemidshoz viszonyitott csokkent funkcionalitdsu szinten
stabilizdlodott (kabult myocardium, stunning). (Az illusztrdcioként haszndlt dbra témavezetom
mérési anyagdbol szdarmazik.)

Ischaemia alatt az anaerob energiatermeld folyamatok kovetkeztében az O,-hidnyos
szivizomzat jelentdsen acidotikussd valik, az anorganikus foszfat pedig a kreatinfoszfat és az
ATP hidrolizise kovetkeztében felszaporodik (Allen és Orchard, 1987; Elliott és mtsai, 1992). Az
ischaemids myocardium rohamos funkcié csokkenésének tehat jelentds mértékben metabolikus
okai vannak, melyek részben intracelluldris acidézishoz részben foszfit akkumuldci6hoz
kothetok (Kentish, 1986; Kentish, 1991; Palmer és Kentish, 1994).

Az ischaemidt kovetd reperfizié elsd perceiben a szivizomzat ismét telitetté valik
oxigénnel, és az extracelluldris térbdl az ischaemia alatt felszaporodott metabolitok az Gjraindult
coronaria keringéssel gyorsan tdvoznak (Piper és mtsai, 1998). Az izomsejtek intracelluléris
homeosztazisdnak regenerdciéja némileg hosszabb id6t igényel, s6t a hirtelen megvaltozott
kornyezetben a sarcolemma transzportfehérjéi kezdetben kéros ionmozgésokat is eredményeznek
(Piper és mtsai, 1998; Kloner és mtsai, 1998). Szdmos egymdstdl fliggetlen laboratériumban in
vitro és in vivo &llatkisérletekben bizonyitottdk, hogy a reperfuzié alatt jelentds oxigén-
szabadgyok képzodéssel kell szamolni (Kloner és mtsai, 1998). A képz6dd szabadgyokok
mennyiségét ardnyosnak taldltdk az ischaemia stlyossagaval (Bolli és mtsai, 1989). A pontos
pathomechanizmus, illetve a szabadgyokok hozzdjaruldsa a kontraktilis depresszid

kialakuldsdhoz egyeldre még részleteiben nem tisztazott. Feltételezik, hogy a tobbszorosen
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telitetlen zsirsavak peroxidéacidja Kkifejezetten membrankdrosité hatdsd, és befolydsolja a
membrdnok permeabilitdsdt. Kimutattak, hogy ezen peroxidalt lipidek megvaltoztatjadk a Na'-
Ca® cserélé mitkodését, valamint gatoljak a Na'-K*-ATPaz aktivitdst. A szabadgyokok ez
utébbi hatdsdnak szerepe lehet a reperfizié sordn megfigyelheté Ca**-taltoltottség kialakuldsaban
is. Feltételezheté tovabbd, hogy a ROS a kontraktilis fehérjék szelektiv kérositdsa utjan
hozzdjarulhatnak a myofilamentdris rendszer Ca’*-érzékenységének csokkenéséhez. Ezen
mechanizmusban egyes szulfhidril csoportok oxidacidéjanak szerepét is gyanitjdk (Suzuki és
mtsai, 1991). Kimutattdk, hogy szuperoxid-anion hatdsdra a kontraktilis rendszerben kialakul6
Ca”*-aktivélt maximaélis er dézis-fiiggé médon csokkent. Ugyancsak éllatkisérletekben mutattak
ki eldszor, hogy antioxidansok preventiv addsa a stunning sordn kialakulé dysfunkciét részben
kivédheti, mellyel megerdsitették a szabadgyokok szignifikdns etiolégiai szerepét az ischaemidt
kovetd kontraktilis depresszio kialakuldsaban. Késébb hasonlé eredményeket publikaltak human,
cardioplegidt és szivmotort haszndlé szivmiitétek kapcsdn antioxiddnsok alkalmazdsaval.
Coronaria by-pass mitétek anyagait feldolgozé humdan tanulményok szintén az oxidativ stressz
szerepét erOsitették meg, mérve az artérids €s vénds oldal kozott az oxidalt glutation szint
kiilonbségét (Ferrari és mtsai, 1990).

A reperfiizié kezdetén a szivizomsejtek intracelluldris Ca**-koncentrdciéja dtmenetileg
jelentdsen fokozott (Gao és mtsai, 1995), mely tovabbi sejtkdrosité folyamatokat indukal
(reperfiizi6s karosodds). Ugyanakkor a megemelkedett intracelluldris Ca**-koncentracié a korai
reperfizié alatt halmozott arrhythmidkat eredményezhet. Sokszorosan bizonyitott tény, hogy a
reperfiizi6 elsd 5-10 percét kovetden a myoplasmaticus Ca**-koncentrécié normalizalédik, a Ca**
tranziensek visszadllnak a pre-ischaemids szintre. Ezzel 0sszefiiggésben a sejtek metabolizmusa
is normalizdlédik. Ennek ellenére rovid, akar reverzibilisnek tartott ischaemids periddust
kovetden is szdmolnunk kell egy, akdr tobb o6rdig is elhizddd, csokkent kamrafunkcidval.
Igazoléast nyert, hogy a csokkent funkcionalitds hatterében olyan folyamatok &llnak, melyek
végeredményben kozvetleniil a myofibrillaris rendszert karositjdk (Gao és mtsai, 1995; Marban
és mtsai, 1989; Gao és mtsai, 1996).

Némileg meglepd, hogy a kiterjedt vizsgalatok ellenére sem vildgos még, hogy melyek a
stunned myocardiumra jellemzé mechanikai funkci6zavar molekulédris okai. A bizonytalansig
forrdsai sokrétiiek. Bar a csdkkent kontraktilitds hétterében egy, a reperfizié legelején (a Ca**-

tulterhelt szakaszban) bekovetkezd Ca2+—fiigg6 proteolizis nagyon valdészinii, nem rendelkeziink
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abszolut érvényll bizonyitékokkal arra vonatkozélag, hogy mds mechanizmusok (pl. oxigén-
szabadgyokok altal kivéltott karosoddsok) azt milyen mértékben egészitik ki. Szamos
megfigyelés utal arra, hogy a Ca2+—ﬁigg6 proteolitikus folyamatok egy neutrdlis intracellularis
protedzhoz, a p-calpain kotddnek (Matsumura és mtsai, 1996; Gao és mtsai, 1996; Gao és mtsai,
1997; Yoshida és mtsai, 1995). A Ca**-koncentracié ndvekedésére aktivalédé u-calpain in vitro
kortilmények kozott szdmos regulatorikus €s strukturalis funkcidval biré myofibrilldris fehérjét
degradal (Di Lisa és mtsai, 1995; Goll és mtsai, 1991b). A szivizomzat ischaemids-reperftiziés
karosodésa kapcsan a cTnl (Gao és mtsai, 1996), a dezmin és mds citoszkeletélis fehérjék (pl.
spektrin, o-aktinin) degraddciéja meriilt fel. Mindezek alapjdn a stunned myocardium
kialakuldsdban szdmos strukturdlis és regulatorikus funkcioval biré fehérje karosodasa
valoszintisithetd. A funkci6 romldsahoz nem sziikséges nagymérvil protein degradacio. Ez a tény
magyarazhatja azt, hogy a finom valtozdsokat miért olyan nehéz értékelni. A myocardium kébult
allapotdnak megsziinése (mely Ordktdl napokig tarthat) valdsziniileg Osszefiiggésbe hozhat6
azokkal a sejtszinten érvényesiild reparativ folyamatokkal, melyek a myofilamentumok
karosodott fehérjéit cserélik le Gjonnan szintetizalt proteinekre.

Hogyan élheti til a szivizom az ischaemids-reperfiiziés inzultust? Feltételezik, hogy a
szivizomzat ischaemids-reperfuzids karosoddssal szembeni védelme egy kétfazisi adapticio,
ugynevezett ,,rovid tartamu védelem” €s ,,hosszu tartamud védelem” révén valosul meg (Kloner és
mtsai, 1998). A rovid tava védekezés az O, kindlat és felhaszndlds kozotti dj egyensuly
létrehozasaval valésul meg, mégpedig a kontraktilitds csokkenésével és az energiatermelés
anaerob utjanak (glikolizis) fokozasaval. A hosszu tava védelem celluldris folyamata még nem
tekinthetd tisztdzottnak. Valdsziniisithetd, hogy az ischaemia olyan sejten beliili szigndlok
indukdldsara képes, melyek védekezd jellegli genetikai djraprogramozdst eredményeznek.
Amennyiben az ischaemia teljessé vdlik €s idotartama no, ugy a védekezd mechanizmusok
elégtelenné vélnak, és végeredményben a szivizomsejtek elpusztulnak.

Patkédny ,,dolgozé sziv”’ prepardtumokkal végzett kisérletekben igazoltdk myocardidlis
fehérjék ischaemids és reperfuzids karosodas alatti SH oxidacidjat (Eaton és mtsai, 2002a). Ezen
kisérletek soran bizonyitottdk myofilamentéris fehérjék koziil az aktin SH oxidacidjét, valamint
tovabbi membrdn, citoszolikus, citoszkeletalis fehérjék és sejt anyagcserében részt vevo enzimek
tiol oxidaciéjat. Kulcsfontossdgu ciszteinek oxidaciéja a fehérjék inaktivaldsdn keresztiil

hozzajarulhat a stunning sordn kialakulé pumpafunkcié romlashoz, de az SH oxidéacié és a
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cardidlis dysfunkcié kozotti pontos kapcsolatot nem ismerjiik. Kimutattdk allatkisérletekben,
hogy myocardidlis ischaemia alatt csokken a redukdlt glutation és a proteinek SH csoportjainak
szdma, mig reperfuzi6 alatt az oxidélt glutation akkumulédlédik a sejtekben (Ceconi és mtsai,
2000). A SH csoportok redox allapotanak valtozdsa Osszekapcsolhatd lehet ischaemia alatt a
nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) mennyiségének csokkenésével is, hiszen a
glutation redukdlt dllapotban tartdsdhoz NADPH jelenléte sziikséges, a glutation rendszer pedig
befolydssal lehet a fehérjék SH statuszara (Ceconi és mtsai, 2000).

Tobb tanulmanyban a peroxinitritet az ischaemids-reperfizids kdrosodds sordn megfigyelt
myocardidlis dysfunkcié kialakuldsdban jelentds tényezOnek tekintik. A szakirodalomban
adatokkal rendelkeziink a peroxinitrit myofibrillaris mechanikdt kérosité hatdsar6l is.
Szivizomsejt tenyészetekben megfigyelték a peroxinitrit kontraktilis funkcidt csokkentd hatdsat
(Ishida és mtsai, 1996). Kordbban laboratériumunkban folyé human izoldlt szivizomsejteken
végzett kisérletekben peroxinitrit hatdsdra a Ca**-aktivélt er csokkenését tapasztaltdk (Borbely
és mtsai, 2005). Ezen kisérletekben a Z-vonalakban elhelyezkedd fehérje, az a-actinin fokozott
nitrotirozinil4cigjat figyelték meg, mely ezéltal hozzajarulhat a kontraktilis funkcié romldsdhoz
fokozott peroxinitrit termelddéssel jard éallapotokban. Igazoltdk, hogy a peroxinitrit-indukalt
szerkezeti és funkciondlis valtozdsok a myocardidlis fehérjékben 1étrejovo nitrotirozin
oldallincok mennyiségével 0Osszefiiggést mutat. Kimutattdk, hogy ischaemids-reperftizids
karosoddsban megemelkedik a NO szinje, mely mivel a peroxinitrit keletkezésének egyik f6

meghatdrozdja, a peroxinitrit mennyiségét is megnovelheti.

1.6. Szivelégtelenség

A szivelégtelenség egy olyan komplex korkép szertedgazd etioldgidval, melyet romld
szivizomfunkciéval és a szervezet szamdra elégtelen perctérfogattal jellemezhetiink.
Kialakuldsdban a szivizom koros atépiilése, megvdltozott hemodinamika, a neurohumoralis
rendszer aktivacidja, citokinek fokozott termelddése és az endothel kéros mukodése mellett
feltehetéen az oxidativ és nitrozativ karosoddsoknak is szerepe van. Ezen oxidativ véltozdsok

hozzijaruldsa a pathomechanizmushoz valdszinlileg a kiilonb6z6 etioldgidk esetén eltéro.
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Antraciklin és alkohol indukélt cardiomyopathidkban a ROS patolédgias szerepét megalapozottnak
tekinthetjiik. Ugyanakkor emberben a szivelégtelenség egyéb formdinak kialakuldsdban a
szabadgyokok hozzdjaruldsa nem teljesen tisztazott. Szivelégtelenség sordn fokozottnak talaltak a
NADPH-oxiddz miikodését (Hilenski és mtsai, 2004) valamint a xantin-oxiddz aktivitdsat
(Landmesser és mtsai, 2002) a cardiovasculdris rendszerben, és ezt Osszefiiggésbe hoztik a
kialakulé vasoconstrictioval és csokkent kamrafunkciéval (Hare és Stamler, 2005a).
Megfigyelték az iNOS (NOS2) fokozott aktivitasat, nitrozativ stressz kialakuldsat €s S-nitrozilélt
proteinek felhalmozdédasat is (Hare, 2003). Humdén tanulminyok az oxidativ stressz
szivelégtelenségben betoltott fontossdgat bizonyitottdk a felszabaduld oxidalt glutation
mennyiségének mérésével (Ferrari és mtsai, 1998; Delanty és mtsai, 1997; Mallat és mtsai, 1998;
Weitz és mtsai, 1991). Ismeretlen azonban, hogy ezen elvaltozasok milyen mechanizmuson
keresztiil vezetnek a szivelégtelenség kialakuldsdhoz, és hogyan karositjak a kontraktilis rendszer
fehérjéit. Nem tudjuk tovabbd, hogy az oxidativ karosodas, kiilonos tekintettel az SH oxidéciora,

milyen mértékben jarul hozza a szivelégtelenség kifejlodéséhez.

Irodalmi adatok alapjan a congestiv szivelégtelenség kialakuldsaban is szerepet jatszhat a
peroxinitrit megnovekedett termelédése. Allatkisérletes modellekben a myocardidlis fehérjéken
végbemend nitrotirozin oldalldncok képzddése, valamint a sziv pumpafunkcidjanak romlédsa
kozott szoros Osszefiiggést mutattak ki. Peroxinitrittel vagy citokinekkel kezelt patkany ,,dolgoz6
sziv” preparatumokon csokkent a szivizomzat ATP felhaszndldsa, mely alapjdn a peroxinitrit
kontraktilis funkcidra kifejtett kozvetlen hatdsa feltételezhet6. A myofibrillaris kreatin-kinadz 40
kDa molekulatomegii izoformdjanak nitralédéasat igazoltdk doxorubicin-kezelt egérszivekben és
peroxinitrit-kezelt patkdnysziv trabekuldkban. Az eddigi kisérletes eredmények alapjin
megéllapithatd, hogy a peroxinitrit-indukdlt nitrotirozin-oldalldnc képzodés szivelégtelenség
soran nemcsak egyetlen célfehérje karosoddsat jelenti sem &llatokbdl szarmazd, sem human

szivpreparatumokban.

1.7. Antioxidansok alkalmazasaval kapott eredmények

Oxidativ stresszel kapcsolatos kutatdsok alapjan komoly lehetOségeket lattak egyes

cardiovasculdris kordllapotok antioxiddns terdpidjaban. Sajnos az ehhez fiizott remények csak
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részben igazolddtak. Az alapkutatisban és a klinikumban is az antioxiddnsok preventiv és
terdpids jelleggel torténd addsaval kapcsolatos eredmények a sok biztaté megfigyelés ellenére
sem egységesek (Marczin és mtsai, 2003). Tobb kutaté laboratérium vizsgélta ischaemids-
reperfizids karosodas in vivo €s in vitro modelljeiben kiilonb6z0 redukéldszerek hatdsat. A kapott
szertedgazd eredmények okai lehettek a kiillonboz6 kisérleti dllatfajok, az ischaemia id6tartama,
az ez alatt fenndll6 kollaterdlis vérkeringés, az antioxidans alkalmazdsanak idOpontja és médja, és
a cardioprotekci6 vizsgélatanak kiilonb6zo végpontjai.

Nagy klinikai tanulmanyokban szintén vizsgéltdk az antioxiddnsok hatdsat. Az eddigi
vizsgalatok kozott egyarant taldlunk pozitiv, negativ és semleges eredménnyel zarultakat. Humén
klinikai tanulmanyok vizsgaltdk az E-vitamin és egyéb antioxiddnsok primer prevenciéban
torténd addsat. Tobb ezer beteg bevondsdval végzett nagy tanulmdnyok mint a HOPE vagy a
GISSI nem tdmasztottdk ald az E-vitamin jotékony hatdsat cardiovasculéris megbetegedésekben
(Yusuf és mtsai, 2000; 1999). Ugyanakkor mds tanulmdnyban az E-vitaminnak mérsékelt, de
szignifikdns metabolikus és funkciondlis hatdsait tapasztaltdk alacsony rizikdju elektiv coronaria
bypass miitéten atesett betegekben (Yau és mrtsai, 1994). Az E-vitamin addsdval kapcsolatban
egyes vizsgdlatok alapjan tovdbbi problémét jelentett a plazma koncentracié megfeleld szintli
emelkedésének elérése. Azt taldltdk, hogy legalabb 2 hét ordlis adédsa sziikséges a myocardidlis E-
vitamin koncentracio kétszeres emelkedéséhez (Mickle és mtsai, 1991).

A C-vitamin addsdval kapcsolatos eredmények sem egyoOntetliek. Cardiopulmonalis
bypass miitéten 4tesett betegeken vizsgdltdk magas dézisi C-vitamin myocardidlis hatésait
(Dingchao és mtsai, 1994). A C-vitamin kezelt betegekben a posztoperativ cardidlis indexet
magasabbnak taldltdk, rovidebb intenziv osztilyos és korhdzi apolédst igényeltek. Mdsik
tanulmdny billentyll miitétek kapcsdn szintén megerdsitette a magas dézisiu C-vitamin kezelés
eldnyos biokémiai hatdsait a plazma antioxidans rendszereinek fenntartisdban, azonban ez az
eldnyOsebb antioxidans statusz nem eredményezett a sebészi ischaemia altal indukélt metabolikus
valtozasokban mdédosulast (Marczin és mtsai, 2003).

Az intracelluldris glutation (GSH) stitusz javitdsdra gyakran alkalmaznak N-acetil-L-
ciszteint (NAC), a GSH szintézis egyik membrdn permedbilis prekurzorat. Igéretes
allatkisérleteket kovetéen humdén vizsgdlatokban a NAC addsdval pozitiv eredményekrol
szamoltak be a reperfuzidos karosodds csokkentésében, a szivinfarktus és a szivmiitétek soran

kialakul6 ischaemids-reperfiiziés karosodas kezelésében (Ferrari és mtsai, 1991; Arstall és mtsai,
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1995; Koramaz és mtsai, 2006). Ezen kis betegszamu vizsgdlatok eredményeit nagy klinikai
tanulmanyok azonban még nem tdmasztottak ala.

A nagy klinikai tanulmanyok a komoly erofeszitések ellenére sem tisztaztdk még az
antioxiddnsok addsdnak cardiovasculdris betegségek terdpidjdban betoltott szerepét és modjat. A
leirt allat kisérletek és humdan vizsgdlatok tapasztalatai mutatjdk, hogy az oxidativ kéarosodds
reverzidjanak és prevencidjanak kérdését a szervezet szintjén rendkiviil komplex tényezok
egyiittese hatdrozza meg. Ezen ellentmondésos eredmények azonban a szakemberek véleménye
alapjan sem kérddjelezhetik meg az oxidativ stressz hozzdjaruldsit a kordbban emlitett

betegségek pathomechanizmusahoz.

1.8. Célkitiizések

Tudoményos kutatasainkban célul tliztiik ki:

1. A szivizom fehérjék SH oxidacidjdnak a kontraktilis funkcidra gyakorolt hatdsat
megvizsgalni human permeabilizalt szivizomsejteken.

2. A fehérjék SH oxiddci6janak revertdlhatésagat tanulmanyozni kiilonbozé SH
specifikus redukéldszerekkel: ditiotreitollal, redukélt glutationnal és N-acetil-L-ciszteinnel.

3. Azonositani a mechanikai valtozdsokért felelos SH-oxidéalt fehérjéket.

4.  Peroxinitrit  kontraktilitdst-csokkentd  hatdsdnak = SH-oxidativ = komponensét

meghatarozni.
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2. Médszerek

2.1. Etikai vonatkozasok

Human szivizom mintdk feldolgozasa a World Medical Assosiation altal kiadott Helsinki
Deklardcionak megfelelden tortént. A kisérletek végrehajtasit a Magyar Egészségiigyi
Minisztérium (No. 323- 8/2005-1018EKU) és a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga (No.
DEOEC RKEB/IKEB 2553-2006) is jévahagyta.

2.2. Szivizom biopsziak

A kisérletek soran felhasznalt human bal kamrai szivizom mintak 37 és 56 év kozotti, férfi
é€s ndi agyhaldl allapotdban levd szervdonorokbdl szdrmaztak. A haldl oka baleset vagy
subarachnoidedlis vérzés miatt bekovetkez0 cerebrélis contusio €s vérzés volt. A sziv pulmonalis
és aorta billentyli-homograft készitése céljabol lett eltavolitva. A graftok készitéséhez fel nem
haszndlt bal kamrai myocardiumot kapta meg laboratériumunk. A donorok cardidlis
megbetegedésben nem szenvedtek, és egyediil rovid idejii dobutamin és furosemid kezelésben
részesiiltek. A mintdkat cardioplegids oldatban (110 mM NaCl, 16 mM KCl, 1,6 mM MgCl,, 1,2
mM CaCl,, 5 mM NaHCOs;; pH 7,4) széllitottdk 4 °C-on, majd cseppfolyds nitrogénben
fagyasztottuk, és felhasznédldsukig -80 °C-on taroltuk.

2.3. Mechanikai mérések izolalt szivizomsejteken

A szivizom mintdkat -80 °C-rél kivéve relaxdlé oldatban olvasztottuk fel (pH 7.,0;
koncentraciok mmol/l-ben: szabad MgZJr 1, KCI 145, EGTA 2, ATP 4, imidazol 10). A mintakbdl
a kontraktilis mérésekhez sziikséges szivizom sejteket mechanikusan izoldltuk. A
cardiomyocytédkat tartalmazé szuszpenziot 5 percig 0,5%-os (relaxald oldatban) triton-X-100-zal

kezeltiik. A triton kezelés eredményeként a sejtek membranrendszerei 4tjarhatéva valtak, vagyis
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kémiailag nydzott” szivizomsejteket nyertiink, és igy lehetdség nyilt a myofibrillaris funkcidk
kontrollélt intracelluldris koriilmények kozott torténd vizsgdlatara. A prepardtumokat ezt
kovetden 3-szor mostuk és centrifugaltuk egy percig 1000 rpm-en a triton eltdvolitdsa céljabol.
Az ily médon nyert izolalt, permeabilizdlt cardiomyocytdkat szilikon ragasztoval egy érzékeny

erdmérohoz és egy piezoelektromos motorhoz rogzitettiik (4., 5. dbra).

4. abra. Az izolalt szivizomsejtek kontraktilis tulajdonsagainak meérésére szolgalo
mérorendszer kozponti része

Az izolalt szivizomsejt egyik végét olyan rovartithoz ragasztottuk, mely egy érzékeny eroméro
toldaléka (jobb oldal), mdsik végét ugyanilyen modszerrel egy piezoelektromos motorhoz (bal
oldal) rogzitettiik. A titk mozgdsdt elektromotoros mikromanipuldtorokkal illetve a motor
szdmitogépes vezérlésével valositottuk meg. A szivizomsejtet 6vezo oldatok cseréjét a tdargyasztal
oldalirdnyii mozgatdsa révén értiik el, melynek sordn a prepardtumot az egyik kis volumenii
oldatcseppbdl (kb. 55 pl) a mdsikba vittiik dt. A mérdkdd folyamatos hiitésével biztositottuk a
mérésekhez sziikséges homérsékletet.
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5. abra. Izolalt és membranrendszereitol megfosztott szivizomsejt.

A vizsgdlni kivant izoldlt cardiomyocytdt invertdlo mikroszkop targyasztaldan szilikon ragasztoval
a két vékony rozsdamentes acéltithoz ragasztottuk. Az dtlagos sarcomerhosszt relaxdlo oldatban
2,2 um-re dllitottuk.

A mérésekhez sziikséges relaxdlo és aktivalé oldatok Osszetételét szamitégépes program
(Fabiato & Fabiato, 1979) szerint hatdroztuk meg. A kiindulasi relaxalé és aktivalé oldatok Ca®*-
koncentricidja pCa (Ca**-koncentracié 10-es alapu negativ logaritmusa) 10 és pCa 4,75 volt. A
pCa 4,75 értéknél kisebb Ca2+—koncentréciéjli aktival6 oldatokat ezen kiinduldsi oldatok
elegyitésével allitottuk eld. A szivizomsejtek Ca**-kontraktdrdit izometrids koriilmények kozott
15°C-on mértiik. A sejtek aktivalasa eldtt a sarcomerek atlagos hosszat a mikroszképhoz kapcsolt

szamitégépes videojel feldolgozé rendszer segitségével 2,2 um-re allitottuk be.

A mérések sordn a szivizomsejt relaxdlé oldatbdl aktivalé oldatba torténd Atvitelét a
kontraktilis eré fokozédésa kovette (6. dbra). A maximalis Ca** aktivalt erd kifejlédése utdn egy
ugynevezett ,release-restretch” mandvert végeztiink, melynek sordn a sejtet eredeti hosszdnak
20%-4aval megroviditettiik, majd ezt kovetden visszadllitottuk a kiinduldsi hosszat. Ezt a
mérérendszer az eldzetesen bedllitott protokoll szerint az elektromédgneses motorhoz rogzitett
rovartll mozgatdsdval hajtotta végre. Az igen nagysebességli, 20 msec alatt kivitelezett, hossz-

valtoztatds sordn a kialakult aktin-miozin keresztkotések dontd tobbsége felszakadt, majd azok
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4jbol felépiiltek. Ezt az eseményt a regisztritumon a kontraktilis er6 megsziinése, majd annak
gyors regenerdcidja kisérte. Az erd regenerédcidjanak iiteme elsdsorban az aktin-miozin ciklus
sebességétdl fliggott, melyet a ki paraméterrel jellemeztiink. A ki paramétert az erd gorbék
,release-restretch” mandvert kovetd részének illesztésével lehetett becsiilni. Az izometrias
csucserdt, mely az aktiv (F,) és passziv (Fpasv) komponensek Osszege, a gyors rovidiiléssel
parhuzamos hirtelen erdcsokkenésbdl hataroztuk meg. Ezt kovetden a relaxdlé oldatban
kivitelezett, 1ényegesen hosszabb ideig tartd ,release-restretch” mandver révén a sejt passziv

erokomponensét mértiik (6. dbra).

Hossz

i S

Aktl’\;’eré (F,) ‘ 25 kN /m2
Ero N
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4,75 =

Passziv eré (F,,cszi)

pCa

10 —
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6. abra. Kontraktilis paraméterek mérése egyetlen szivizomsejten.

A Ca**-kontraktirdkat a szivizomsejt relaxdlé oldatbél (pCa 10) magas Ca’*-tartalmii aktivdld
oldatba (pCa 4,75) torténo dtvitelével mértiik. Az aktivdcio alatti gyors hosszvdltozdst (,, release-
restretch” mandver) a kontraktilis ero megsziinése, majd gyors regenerdcioja kisérte. A relaxdlo
oldatban végrehajtott hosszvdltoztatds révén a sejt passziv feszitettségét itéltiik meg.
(Mintavételezési frekvencia 20 Hz volt.)
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Az izometrids erémérés sordn a kialakult maximalis fesziilést mind analég médon, mind
digitalis jelek formdjaban egyedi fejlesztésii komputer program segitségével regisztraltuk. Az
ASCII formatumu mérési eredményeket egyesével olvastuk be az ORIGIN grafikus program erre
a célra definidlt adatfeldolgozé rutinjdba. A beolvasott adatokat grafikusan megjelenitettiik. Az
aktivdl6 oldatban végrehajtott ,release-restretch” mandvert kovetd erdregenerdlodds alatti

periddust a kdvetkezd monoexponencidlis fliggvény segitségével illesztettiik (7. dbra):

F=FI1 + F2 * (1 - EXP(-t*ky)) 2)

ahol t az id6, F1 az a minimadlis er6érték, ahonnan az illesztett gorbe indul, F2 az a maximalis

erdérték melyhez az illesztett gorbe kozelit, és ki, az exponens idéallanddja.

Hossz

2 &
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7. abra. A ,release-restretch”” manéver kovetkeztében Kkialakult erdtranziens és a K
paraméter illesztésének vazlata.

Feliil a szivizomsejt Ca2+—k0ntraktbirdjdnak csucsdn végrehajtott gyors hosszcsokkentése (a sejt
eredeti hosszdanak 80%-ra) és nyijtdsa az eredeti hosszra ldthato, mig alul a kovetkezményes
erotranzienst dbrdzoltuk. Az erd regenerdcios szakaszdra illesztett exponencidlis fiiggvény
idodllandoja a k,- paraméter, mely az aktin-miozin ciklus sebességét jellemzi. (A mintavételezési
frekvencia 1000 Hz volt.)
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A kontraktira amplitudéjat kiilonb6zd, egyre csokkend Ca2+—koncentréci(’)j1’1 (pCa 4,75 -
pCa 7,0) aktivdlé oldatokban hatdroztuk meg. Ezek segitségével szerkesztettik meg a sejtre
jellemzo Ca2+—érzékenységi gorbét. A félmaximdlis erét eredményezd Ca**-koncentrici6, az

tgynevezett pCasg érték, a Ca**-érzékenységet 5Snmagdban jellemzé szdmadat (8. dbra).
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8. abra. Az izometrids eré Ca**-érzékenységének mérése egyetlen szivizomsejten.

Az aktivdcick sordn kialakulé aktiv erét a Ca’*-koncentrdcié (pCa) fiiggvényében dbrdzolva

. . .. 24 . . s . .. Y . ST ”
minden egyes sejtnek megszerkesztettiik a Ca " -érzékenységi gorbéjét. A félmaximdlis erd
létrejottéhez sziikséges Ca’* -koncentrdcié (pCasp) a sejt Ca’*-érzékenységét kizvetleniil jellemzd
adat.
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2.4. Oxidalo- és redukaldszerek alkalmazasa

Kisérleteinkben oxidaldszerekként az SH specifikus DTDP-t (9. dbra) és peroxinitritet
alkalmaztuk. A DTDP (Sigma, St. Louis, USA) kiilonbozé koncentracidit relaxdlé oldatban
allitottuk el6. DTDP-vel torténd inkubdcids id6 2 perc volt. Az egyes kisérletek el6tt a
peroxinitrit (Calbiochem, San Diego, CA, USA) koncentriciéjat 302 nm-en abszorbancia
méréssel hatdroztuk meg. Ezt kovetden készitettiikk el a megfeleld koncentracidji torzsoldatot,
melynek pH-jit KOH-dal 11-re allitottuk be, hogy a peroxinitrit lebomldsat jelentéktelen
sebességlire lassitsuk. A torzsoldat 20 upl-ét a mérd rendszerben rogzitett szivizomsejtet
koriilvevd 180 ul relaxdlé oldatba pipettdaztuk. A reldxdlé oldatban az alacsony pH (7,2)
kovetkeztében a peroxinitrit hamar lebomlott, félélet ideje a rendszeriinkben kb. 3 masodpercre
tehetd. A peroxinitrit inkubdlé cseppbe torténd injekcidjat kovetden egy percet vartunk. Kontroll
kisérletekben mutattuk ki, hogy a peroxinitrit oldatban 1évd esetleges hidrogén-peroxid
kontaminécié és a peroxinitrit bomldstermékei (nitrit és nitrdt) a mérési eredményeinket nem
befolydsoltdk. A redukdld hatasu, SH specifikus DTT-vel (Eastman Kodak Company, Rochester,
USA), GSH-val (Sigma, St. Louis, USA) és NAC-nel (Sigma, St. Louis, USA) 30 percig
inkubdltuk a sejteket (9. dbra). Kontroll mérések és irodalmi adatok alapjan ezen idGtartamok

elegenddek voltak az SH stitusz steady-state allapotdnak eléréséhez.

DTDP
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9. abra Az alkalmazott oxidoreduktiv agensek képletei

A DTDP molekuldaban a két piridin gyiirit diszulfid hid koti ossze. A DTT két SH csoportot
tartalmazo redukdloszer, mely mikozben redukdlja reakcio partnerét onmaga ciklikus diszulfiddd
alakul. A GSH és a NAC is csak egy SH csoportot tartalmaz molekuldnként.
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2.5. Oxidalé és redukal6 agensek hatasanak tanulmanyozasa mechanikai mérorendszeren

A kiilonb6z6 kontraktilis paramétereket kontroll koriilmények kozott, az oxidalo és
redukal6 dgensek alkalmazdsa eldtt, és ezek alkalmazasat kovetden is meghataroztuk. A DTDP és
a peroxinitrit esetében eldszor a koncentracid-hatds gorbét vettiink fel. Ehhez az oxidaloszerek
egyre novekvd koncentracidival inkubdltuk a sejteket, majd aktival6 oldatban (pCa 4,75) mértiik
a Ca™*-aktivalt maximalis erét. Az igy nyert gorbék alapjan kozel félmaximalis er6csokkenést 2,5
mM DTDP és 50 uM peroxinitrit koncentraciok véltottak ki. Tovabbi kisérleteinkben ezen
koncentraciok alkalmazédsaval tanulméanyoztuk az oxidacié kovetkeztében kialakulé kontraktilis
viltozdsokat (Ca®*-érzékenység, aktin-miozin ciklus sebessége) majd pedig ezek
revertdlhatosagidt. Ehhez kontroll koriilmények kozott felvett Ca**-er6 Osszefiiggés
meghatdrozasat kovetéen, 2,5 mM DTDP illetve 50 uM peroxinitrit koncentraciok mellett
inkubdltuk a preparatumokat. Majd ismételt Ca**-erd osszefiiggés felvételét kovetden valamelyik
redukdlészerrel 30 percig kezeltiikk a cardiomyocytdkat. Ennek hatdsit egy harmadik Ca**-er

Osszefiiggés regisztralasaval vizsgaltuk.

2.6. Biokémiai médszerek

A vizsgalt kontraktilis véltozdsok biokémiai hatterének tisztdzdsdhoz tobbféle modszert
alkalmaztunk. A kontraktilis fehérjék szulfhidril tartalmanak kvantitativ valtozdsait az SH
specifikus Ellman regenssel vizsgdltuk. A myofibrilldris fehérjék biotinilacidjaval és Western
blot analizisével az egyes fehérjék szintjén bekovetkezd valtozasokat detektdltuk (10. abra). A
mechanikai és biokémiai méréseinkbdl szarmaz6 adatok megbizhaté 6sszevethetdsége érdekében
hasonl¢ kisérleti koriilmények (homérséklet, inkubacidk iddtartama) megteremtésére torekedtiink
a kiilonb6z0 mdédszerek alkalmazésa sordn. Tovabbd a mechanikai és biokémiai kisérleteinkben
ugyanolyan moddon  elddllitott  izoldlt, permeabilizdlt szivizomsejteket tartalmazé

homogenizatumot hasznéltuk.
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10. abra. Szulfhidril oxidacié vizsgalata biokémiai médszerekkel.

A szivizom homogenizdtum oxiddlo és redukdlo szerekkel torténd kezelését kovetoen a fehérjék
szulfhidril csoportjait kvantitativ és kvalitativ modon vizsgdltuk. A kezeléseket kovetoen a SH
csoportok osszmennyiségét SH specifikus Ellman reagenssel mértiik. A kontraktilis fehérjék
biotinildciojaval és ezt koveto Western blot analizisével szelektiven tanulmdnyoztuk, mely
fehérjék érzékenyek szulfhidril oxiddciora.

2.6.1. SH tartalom meghatarozasa Ellman reakcioval

Redukalt 4dllapotban levd szulfhidril csoportok mennyiségének meghatirozasdhoz 35
mg/ml fehérjetartalmi homogenizatumot a kiillonboz6 oxidélé és redukél6 szerekkel kezeltiink 22
°C-on. Ezt kovetdéen a homogenizatumot 15 percig inkubdltuk Ellman reagenssel. Az Ellman
reagens a fehérjék redukalt allapotban levd szulthidril csoportjaihoz képes kapcsolédni, mely

kotés kialakuldsa sordn sdrga szinli 2-nitro-5-tiobenzoat sav (TNB?) keletkezik. Ezen termék
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mennyisége spektrofotometrids uton (412 nm-en) mérhetd, és ardnyos a kiindulési
homogenizdtumban levo szulfhidril csoportok szdmaval. A szulfhidril tartalom megitéléséhez

NAC-nel és GSH-nal kalibrécids gorbéket készitettiink.

2.6.2. Szulfhidril oxidacio kvalitativ vizsgalata biotinilaciéval és Western immunoblottal

A myofibrillaris fehérjék SH oxid4ciéra mutatott érzékenységét szintén izolalt
permeabilizdlt  szivizomsejteket tartalmazé homogenizatumbd6l hatdroztuk meg. A
homogenizdtumot DTDP-vel (0-t61 30 mM-ig) vagy peroxinitrittel (0-t61 1000 uM-ig), majd
szekvencidlisan alkalmazott DTT-lal, GSH-nal vagy NAC-nel kezeltiik. Ezutdn a reagenseket a
homogenizatum t6bbszori mosdsdval eltavolitottuk, és a protein koncentraciét 5 mg/ml-re
allitottuk be. A prepardtumokat 60 uM (+4)-biotiniljodoacetamidil-3,6-dioxaoctanediamin
(iodoacetil-PEO;-biotin, Pierce, Rockford, IL, USA) jelenlétében 90 percig, 22 °C-on inkubéltuk.
Ezen id6tartam alatt a biotinildlé dgens a fehérjék redukdlt allapotban levé SH csoportjaihoz
kapcsolddott. A biotinilaciét kovetden a homogenizdtumot hdromszor mostuk, majd SDS-
mintapufferben (Sigma, St. Louis, MO, USA) foztiik. A fehérje koncentraciot dot blot médszerrel
ellendriztiik, majd 25 pg protein homogenizatumot vittiink fel 10 %-os illetve 6-18 %-os gradiens
gélre (Biorad, Hercules, CA, USA). A molekulasily szerint szétvalasztott fehérjéket 5 %-os
tejporban blokkoltuk 1 érdig, majd peroxiddz konjugélt streptavidinnel inkubaltuk 30 percig. A
jeleket felerdsitett chemiluminescencia (ECL) segitségével autoradiographids filmen (Primax
RTG-B, Berlin, Germany) vizualizaltuk. A filmeken kapott sotét savok reprezentéltdk a biotindlt
fehérjéket. A jelintenzitds ardnyos volt az oxidoreduktiv szerekkel kezelt fehérjék SH

csoportjainak szdméaval.

2.6.3. Immunprecipitacioé
A fenn leirtak szerint biotinildlt myofibrillaris fehérjékbol a miozin konnyi lanc 1-et

(MLC1) és a cardidlis troponin I-t (cTnl) immunprecipiticidval vélasztottuk el. A biotinilélt

fehérjéket tartalmazé homogenizdtumokat eldszér 1ml térfogatra higitottuk (0,1 mg/ml fehérje
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koncentracié) 0,1 % Triton-X 100-at tartalmazé TBS-sel (immunprecipitaciés puffer). A MLCI
immunprecipiticiéjdhoz a homogenizdtumokat 30 ul protein agarose gyanta (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) jelenlétében szobahOmérsékleten 60 percig 1 pg anti-MLC1
antitesttel (Sigma, St. Louis, MO, USA) vagy kontrollként ugyanilyen mennyiségii egér IgG-vel
(Zymed Laboratories, San Francisco, CA) inkubdltuk. A gyantdhoz kotott komplexeket 3
alkalommal mostuk immunprecipiticids pufferrel (centrifugaldas: 1800 rpm , 1 perc). Ezt
kovetden az immunkomplexeket tartalmazoé iiledékeket 10 percig fOztiik SDS-mintapufferrel
(Sigma, St. Louis, MO, USA), majd minden mintat két egyenld részre osztottunk. A mintdk egyik
felébdl a biotinildlt fehérjék mennyiségét hatdroztuk meg, masik felébdl az immunprecipiticid
hatékonysagat ellendriztiik. A biotinildlt fehérjék kimutatdsdra ebben az esetben is peroxiddz
konjugdlt streptavidint, Western immunoblot és ECL mddszereket alkalmaztunk. Az
immunprecipitdcié hatékonysidganak megallapitisdhoz a precipitdcihoz hasznalt MLC1 ellenes
antitesttel inkubdltunk 1:50 000 higitasban.

A cTnl immunprecipitacidjdhoz 20 ul kolloiddlis vassal konjugélt cTnl-ellenes antitestet
(Liason, Diasorin, Saluggia, Italy) adtunk a biotinildlt fehérjéket tartalmazé
homogenizatumokhoz. Egy 6rds szobahOmérsékleten torténd inkubaciét kovetden a cTnl-antitest
komplexeket magneses tdbla felett szepardltuk és mostuk 3 alkalommal a megfeleld6 mos6
pufferrel (mosé puffer, Liaison Diasorin, Saluggia, Italy). A vas-antitest-fehérje komplexeket
SDS-mintapufferben megfoztiik, két részre osztottuk az MLCI precipitaciéjdhoz hasonléan. A
homogenizatumok egyik felébodl ebben az esetben is a biotinildlt fehérjék mennyiségét hataroztuk
meg, mig a masik felébdl az immunprecipitacié hatékonysagat igazoltuk. Ez utébbihoz anti-cTnl

antitestet (16A11 kloén, RDI, Concord, MA) hasznéltunk 1:10 000 higitasban.

2.5. Statisztikai modszerek

A nyert adatokat Microsoft Excel program segitségével tablazatos formdban rendeztiik.
Az abrédkat és az illesztéseket részben az Origin (Microcal Software, Inc., MA, USA), részben a
Graph Pad program segitségével készitettiik el. A disszerticioban bemutatott adatokat atlag +
SEM formadban tiintettiik fel. Az dbrdkon szamos esetben nem lathatéak hibajelek. Ennek az az

oka, hogy a hibajelek nagysdga ezen esetekben kisebb volt, mint az atlagokat jel6l6 szimbolumok
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mérete. Az egyes kisérletekhez tartoz6 elemszamot a megfeleld abrdk alatt tiintettiikk fel. Az
atlagok kozotti kiillonbségeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a Student-féle #-préba
(ugyanazon sejten végzett kisérletek esetében pdros, egyéb esetekben pdratlan probat hasznélva)

eredményeként a kapott p érték kisebb volt 0,05-nél (Somogyi és Trén, 1975).

3. Eredmények

3.1. Myofibrillaris fehérjék SH oxidacidjanak kontraktilis kovetkezményei

Human kamrai szivizomsejteken tanulmanyoztuk a SH oxidaci6 aktiv és passziv erdre,
valamint az aktin-miozin ciklus keresztkotési kinetikdjat jellemzo k; paraméterre gyakorolt
hatdsdt ismételt izometrids Ca’*-kontraktdirdk kivaltdsdval. DTDP egyre novekvo
koncentraciéinak hatdsdra a Ca**-aktivélt maximalis erd csokkenését tapasztaltuk (11/A 4bra). Az
itt alkalmazott legmagasabb DTDP koncentraci6 (10 mM) az erét gyakorlatilag nulldra
csokkentette. Ezt kovetden szekvencidlisan hasznalt 10 mM DTT az F,-t a kontroll érték 77,6%-
ra hozta vissza, bizonyitva a DTDP altal kivéltott kontraktilis funkcidé karosodds reverzibilis
voltat. Erdekes, hogy sem az eré csokkenését, sem a novekedését nem kisérte a szivizomsejtek
harantcsikolatdnak mikroszkép alatt lathaté valtozasa. Megfigyeltiik, hogy a DTT 6énmagéban,
elézetes oxidédloszerrel torténéd kezelés nélkiil, nem befolydsolta szignifikdnsan a Ca**-aktivalt
maximilis erét, F, DTT kezelés el6tt 27 + 5 kN/m” volt, utdna 25,6 + 4,6 kN/m” n=5 kisérlet
alapjan (11/B abra).
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11. abra. DTDP Kkezelés altal Kkivaltott reverzibilis eré csokkenés human permeabilizalt
cardiomyocytakon

Az SH specifikus oxiddloszer, a DTDP hatdsdra az aktiv ero csokkenését tapasztaltuk, melyet nem
kisért a myofibrilldris rendszer mikroszkopos struktirdjanak vdltozdsa (A). Az erd csokkenés
DTT-vel reverzibilisnek bizonyult, ugyanakkor kontroll kisérletekben az onmagdban alkalmazott
DTT nem befolydsolta a Ca’*-aktivdlt maximdlis erét (B).

Ezt kovetéen meg akartunk bizonyosodni, hogy a kialakult kontraktilis valtozdsok
hatterében a SH csoportok oxiddciéja 4&ll. Ehhez 0Osszehasonlitottuk DTDP emelkedd
koncentricidinak a Ca’*-aktivalt maximdlis erére és a kontraktilis fehérjék SH tartalméra
gyakorolt hatdsat (12. 4bra). A SH csoportok redox dllapotdnak valtozdsit myocyta
homogenizatumokban SH specifikus Ellman reagenssel hatdroztuk meg. Ezen kisérletek szerint a
DTDP novekvé koncentraciéi dltal kivaltott erd csokkenést a fehérjék SH csoportjainak paralell

oxid4cidja kisérte. Az erd nagymértékli csokkenése azonban csak alacsonyabb SH tartalom
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mellett kovetkezett be. Ellman reagenssel torténd meghatarozas alapjan a DTT képes volt a SH
csoportokat teljes mértékben revertdlni: az SH tartalom 2,5 mM DTDP utan 14,8 + 2,4% volt, ezt
kovetd DTT kezelés utan pedig 96,6 + 14,1% (mindkettd a kontrollhoz képest vett szazalékos
értékben van kifejezve). A DTT 6nmagédban alkalmazva a fehérjék redox statuszaban sem idézett

elo szamottevo valtozast, az SH tartalom a kontroll 98,2 + 7,6%-a volt.
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12. abra. Myofibrillaris fehérjék SH tartalminak és a Ca**-aktivalt maximalis erének
paralell valtozasai

(A) Egyre novekvé DTDP koncentrdcick Ca’*-aktivdlt erdre és a SH csoportok mennyiségére
gyakorolt hatdsa. Szimbolumok a kezeléseket kovetoen mért értékek dtlagait (a kontrollhoz - O
mM DTDP - hasonlitva), mig a hibajelek a SEM-et jelolik. (B) Az oszlopdiagram az Ellman
reakcio ttjdn meghatdrozott SH tartalom vdltozdsait jeloli 10 mM DTT, 2,5 mM DTDP, valamint
2,5 mM DTDP és ezt kovetoen szekvencidlisan alkalmazott 10 mM DTT hatdsdra. (n=3, *p<0,05
vs. kontroll)
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Kovetkezd 1€pésként a SH oxidaci6 myofibrilliris mechanikdra gyakorolt hatdsét
részleteiben vizsgaltuk. Ehhez 2,5 mM DTDP koncentraciét alkalmaztunk, mely a DTDP
koncentrdcié-hatds gorbéje alapjan kozel felére csokkentette a Ca®*-aktivalt maximdlis erdt.
Kiilonb6z6 szubmaximalis Ca®*-koncentracidk mellett regisztraltuk a 2,5 mM DTDP kontraktilis
erére gyakorolt hatdsit (13/A dbra). A Ca’*-érzékenységben bekovetkezett —vltozds
meghatirozasdhoz a kapott erd értékeket a maximumra normalizdltuk DTDP kezelés elott €s utdn
(13/B ébra). DTDP hatésdra a Ca**-érzékenység csokkenését taldltuk, vagyis a Ca**-er6 gorbe
jobbra tolddott (ApCasy = 0,22 + 0,02; p<0,01 vs. kontroll). 10 mM DTT szekvencidlis
alkalmazédsa DTDP-t kdvetden revertdlta a Ca**-aktivalt maximalis erdt (86,1 £ 0,1% kontrollhoz
képest; p<0,05 vs. DTDP) és a Ca2+—érzékenységet (ApCasp = 0,06 £ 0,02 vs. kontroll; p<0,05 vs.
DTDP) egyarant (13/A, B dbra). Az 6nmagéban alkalmazott DTT kezelés nem befolyasolta sem
az aktiv erot, sem a Ca2+—érzékenységet. A relaxal6 oldatban meghatdrozott passziv eré (Fpassziv,
kontroll = 2,6 £ 0,3 kN/m?) DTDP hatésara kissé fokozédott (Fyasstv. prop = 2,8 + 0,2 kKN/m?*; p<0,05
vs. kontroll), majd ezutdn végzett DTT inkubdciét kovetden ezen magasabb értéken maradt
(Fpassziv, propsn1T = 3,5 + 0,5 kN/m?; p<0,05 vs. kontroll). Az aktin-miozin ciklus kinetikajat
maximalis Ca”*-koncentraciénal jellemzd Ky, max paraméter 2,5 mM DTDP hatdsédra 1,07 + 0,04
1/s értékrol 0,8 £ 0,05 1/s-ra csokkent. Szekvencidlisan alkalmazott DTT ezen paraméter teljes
reverzidjat eredményezte (kg max = 1,11 £ 0,05 1/s). DTT 6nmagdban a keresztkotési kinetikat
sem viltoztatta meg (13/C dbra). A kezelések nélkiill mért kontroll Ca**-er§ osszefiiggések
alapjan a Ca’*-aktivalt maximalis erében, a passziv erdben, a Ca2+—érzékenységben, a
keresztkotési kinetikdban tapasztalt véltozdsok nem a prepardtum leromlasdnak koszonhetden

alakultak ki (adatokat nem mellékeltiik).
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13. abra. SH oxidacié és redukcié miofibrillaris kontraktilitasra gyakorolt hatasai

A relativ (A) és normalizdlt (B) Ca**-erd osszefiiggések alapjan 2,5 mM DTDP a Ca**-aktivdlt
maximdlis erdt és a Ca’*-érzékenységet is csokkentette. 2,5 mM DTDP szignifikdns vdltozdst
idézett elo az aktin-miozin ciklus keresztkotési kinetikdjaban (C). Mindezen vdltozdsok
reverzibilisnek bizonyultak 10 mM DTT-vel torténé inkubdciot kovetoen. (n=31; *p<0,05 vs.
kontroll, #p<0,05 vs. DTDP)

Megvizsgaltuk a DTDP dltal kivaltott SH oxidacid egyéb redukaldszerekkel, a
fiziol6gidsnak tekinthetd GSH-nal és a mindennapos gydgydszatban haszndlt NAC-nel, torténd
reverzidjat. A DTT-vel szemben, 2,5 mM DTDP alkalmazasat kovetéen 10 mM GSH és NAC
csak részlegesen volt képes revertdlni az oxidacié altal okozott SH tartalom csokkenését Ellman
reakciok alapjan (14. dbra). A szabad SH csoportok mennyisége a kontrollhoz képest 2,5 mM
DTDP-t kovetoen 14 + 2% volt, 2,5 mM DTDP + 10 mM GSH utan 34 + 8%, 2,5 mM DTDP +
10 mM NAC utédn pedig 30 £ 4% (p < 0,05 vs. 2,5 mM DTDP mindkét esetben). Azonban ezen
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redukaldszerek 100 mM koncentracidéban alkalmazva hatékonyabbnak bizonyultak a reverzidban.
SH tartalom 2,5 mM DTDP + 100 mM GSH esetében 79 + 3%, 2,5 mM DTDP + 100 mM NAC
esetében 68 + 15% volt.

Ezen redukaloszerek hatasat 0,1 mM DTDP-vel torténd inkubaciét kovetden is
meghataroztuk (14. abra). Erre azért volt sziikség, mert a 0,1 mM DTDP koncentracié
eredményezte a SH csoportok kozel 50%-os oxidaciojat. Mig a 0,1 mM DTDP utin
szekvencidlisan haszndlt 10 mM GSH és NAC nem valtoztatta meg szignifikdns mértékben az
SH csoportok mennyiségét, addig 100 mM-os koncentracioban mindkét redukalé szer az SH

csoportok teljes reverzidjat valtotta ki.

* P<0,05 vs. kontroll
# P<0,05 vs. DTDP

Szabad SH csoportok (maximum %-a)

Szabad SH csoportok (maximum %-a)

14. abra. Kiillonboz6 koncentraciokban alkalmazott GSH és NAC revertalo hatasa

Az oszlopdiagramokon (dtlag = SEM) a fehérjék Ellman reagenssel meghatdrozott SH tartalmdt
jeloltiik. Az SH csoportok mennyiségében 2,5 mM DTDP dltal kialakitott jelentos csokenést 10
mM GSH és NAC csak részlegesen, mig 100 mM GSH és NAC majdnem teljes mértékben
revertdltdk (A). 0,1 mM DTDP kezelést kovetoen csak 100 mM koncentrdcioban alkalmazott
redukdloszerekkel tudtunk szignifikans mérétkii reverziot elérni.
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2,5 mM DTDP utan alkalmazott 10 mM GSH és NAC az SH oxidacio altal kialakitott
kontraktilis valtozasokat érdekes moédon nem revertaltidk, hanem tovabb rontottdk (15 4abra),
vagyis segitségiikkel a DTT-hez hasonl6 revertalé hatast nem sikeriilt elérni. A GSH és NAC a

Ca’*-aktivalt maximélis erBben és a ke paraméterben bekovetkezd csokkenést tovabb

csokkentették, a passziv er6ben pedig robosztus novekedést eredményeztek.

Relativ F,
Relativ Fpassziv

—_
1

0,54

Relativ ki, max

* P<0,05 vs. kontroll
# P<0,05 vs. DTDP

15. abra. GSH és NAC mechanikai hatasai DTDP kezelést kovetoen

A 2,5 mM DTDP alkalmazdsdt kovetoen 10 mM GSH és NAC az F,-t tovabb csokkentette, mig a
passziv eronek tobbszoros novekedését eredményezte, a keresztkotési kinetikdt tovdabb lassitotta.

(n = 8-26, dtlag + SEM)
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3.2. Kontraktilis fehérjék SH oxidacioval szemben mutatott érzékenységének

meghatarozasa és a mechanikai valtozasokért felels fehérjék azonositasa

Az individudlis myofibrillaris fehérjék szintjén DTDP és DTT hatdsara bekovetkez6 SH
modosulds meghatarozasat szintén myocyta homogenizatumokbdl végeztiik. Az oxidoreduktiv
agensekkel torténd kezeléseket kovetden a fehérjék redukdlt allapotban levé SH csoportjait
biotinildltuk, majd Western immunoblot analizist végeztiink (16. dbra). A kapott Western blot
képeken a jelintenzitdis a DTDP egyre novekvd koncentraciéi hatdsara a SH csoportok
oxidécidjaval parhuzamosan egyre csokkent. Ez az eredmény az Ellman reakci6 sordn kapott SH
tartalom kvantitativ vdltozasainak meghatdrozdsdval Osszhangban van. A festddési mintdzat
koncentracié fliggd valtozdsa a myocardidlis fehérjék SH oxidacioval szembeni -eltérd
érzékenységét igazolja. A savok jelintenzitisa DTDP kezelést kovetd DTT hatdsara visszatért,
bizonyitva a DTDP A4ltal kivaltott oxidacié reverzibilis jellegét a vizualizalt fehérjéken. Fontos
megfigyelés volt, hogy tobb myofibrillaris fehérje oxidacigja 0,1 és 1 mM kozotti DTDP
koncentracié tartomanyban tortént, ahol az erd csokkenés kisebb mértékii volt. Magasabb DTDP
koncentraciokndl (1-10 mM), melyek a kifejezett kontraktilis valtozasokért voltak felelosek, 4
darab: 130 ,54 ,45 és 26 kDa mdltomegi fehérje oxidaciéjat emelhettiik ki. Ezen fehérjék koziil a
két kisebb méretlinek teljes oxidacidjat, mig a nagyobb molekula tomegiliek részleges
modosuldsat figyeltik meg a legmagasabb DTDP koncentracional is. A 45 és 26 kDa tomegl
fehérjék teljes oxidéacidja és a 0-10 mM DTDP koncentracié hatdsdra meredeken bekovetkezd
erdcsokkenés egyiittesen ezen fehérjék redox stitusza és a kontraktilis erd kozotti potencidlisan

szoros kapcsolatot jelezte.
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16. abra. DTDP kezelt myofibrillaris fehérjék Western blot analizise

A jelintenzitds csokkenése ardnyos a fehérjék SH oxiddciojdnak mértékével. A redukdloszerek
teljes (DTT) és részleges (GSH, NAC) revertdlo hatdsa figyelheto meg. Bal oldalon 1évo nyilak
jelzik azon fehérjéket, melyeknek kiemelt szerepét feltételeztiik a kontraktilis vdltozdsokban.
(Hdrom fiiggetlen kisérletet végeztiink, melyek koziil egy reprezentativ regisztrdatum ldthato az
dbrdn.)

A 26 kDa-nél elhelyezkedd fehérje azonosséagat illetéen els6sorban a cardidlis troponin I
(cTnl) és a miozin konnyildnc 1 (MLCI1) jott széba. Ezen fehérjék azonositdsdhoz
immunprecipiticidt végeztiink. Az 17/B és D abran lathatd, hogy a cTnl és a MLC1 elvalasztdsa
a tobbi fehérjétol sikeres volt, az 6sszes DTDP koncentraciéonak megfelelden kapott savok a ¢cTnl
és MLC1 kezelésektol fiiggetlen jelenlétére utaltak. Azonban mikor ezen precipitalt fehérjéket a
SH szelektiv biotinil4cié alapjan mutattuk ki (17/A és C édbra), a ¢cTnl igen alacsony (0,1 mM)
DTDP koncentraciondl bekovetkezd teljes oxidacidjat tapasztaltuk. Ugyanakkor a MLCI1
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esetében kapott mintizat 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 mutatd fehérjeként azonositotta, melynek oxiddcidja a myofibrillaris
mechanikdara befolyéssal lehet.

A 45 kDa tomegl fehérje, mely az MLC1-hez hasonl6 oxidécids érzékenységet mutatott,
Western blot €s eziistfestés (adatokat nem mutatjuk) alapjan aktinnak bizonyult. A 130 és 54 kDa
tomegli fehérjéket molekulatomegiik alapjan miozin kotd C proteinnek és dezminnek

val6szinusitettiik.

0mM DTDP

0,1 mM DTDP
0,3mM DTDP
1mMDTDP
3mMDTDP

10 mM DTDP

30 mM DTDP

3 mM DTDP+DTT
3 mM DTDP+GSH
3 mM DTDP+NAC

kDa

L 170
100

40
33

24

>
'.._

B — —— - B — = aep—
C .‘ 170
u 100
55

e 3

A

17. abra. 26 kDa molekulatomegii fehérje miozin konnyii lanc 1-ként torténo azonositasa

Azonos mennyiségii DTDP kezelt, biotinildlt fehérjékbol cTnl és MLCI ellenes antitestekkel
precipitdltuk a vizsgdlt fehérjét, majd gél elekrtoforézist és Western immunoblotot végeztiink. Az
immunprecipitdcio sikerességét cTnl (B) és MLC1 (D) ellen termelt antitestekkel igazoltuk. Az A
és C dbrdn a fehérjéket DTDP kezelést kovetoen szabadon maradt, majd biotinildalt SH
csoportjainak megfeleloen mutattuk ki. A troponin I (A) mdr 0,1 mM DTDP hatdsdra oxiddlodott.
Az MLCI (C) esetében kapott mintdzat viszont messzemenoen hasonlitott a 16. dbrdn ldthato 26
kDa-ndl lévo savokhoz. A DTT egyardnt visszadllitotta a cTnl és MLCI eredeti redox dllapotdt.
(Hdrom fiiggetlen kisérletet végeztiink, melyek koziil egy reprezentativ regisztrdatum ldthato az
dbrdn.)
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3.3. SH oxidacié szerepe a peroxinitrit altal kivaltott kontraktilis dysfunkciéban

A peroxinitrittel folytatott kisérletek elso 1épéseként Osszevetettiik a peroxinitrit és a
DTDP Ca**-aktivalt maximélis erére gyakorolt hatdsat. Mindkét oxiddlészer az Fy-t dézis fiiggd
modon nulldra csokkentette (18. dbra). A peroxinitrit esetében az erd csokkenés uM-os
koncentrici6 tartomdnyban kovetkezett be (ECso peroxinitrit = 49 ©M), mig a DTDP hasonl6 hatdsét
magasabb koncentracidk mellett fejtette ki (ECsoprpp = 2,75 mM). A DTDP és a peroxinitrit SH
oxidélé hatdasat Ellman reakcidval is 6sszehasonlitottuk. Mig a DTDP esetében az erécsokkenés
és a SH oxidacié ugyanabban a koncentracié tartomanyban kovetkezett be, addig a peroxinitrit
esetében az erdcsokkenést kivaltd koncentracidk mellett csak mérsékelt SH oxidacié kovetkezett
be. A peroxinitrit csak magas koncentrdcioban eredményezett nagyfokd csokkenést a
myofibrillaris fehérjék SH csoportjainak szamédban, 1 mM hatdsdra az SH tartalom 58 + 7%-ra

csokkent.
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18. abra. DTDP és peroxinitrit kontraktilis erére és a fehérjék SH tartalmara Kkifejtett
hatasanak osszehasonlitasa

A DTDP és a peroxinitrit (PN) kiilonbozo koncentrdcio tartomdnyban, de egyardnt lerontotta a
kontraktilis erot (A). A 18/B dbra a két oxiddloszer SH csoportokra gyakorolt hatdsdt dbrdzolja.
Ez alapjin a DTDP mechanikdra és SH csoportokra kifejtett hatdsa egymdsnak megfelelo
koncentrdciok mellett volt megfigyelheto, mig a peroxinitritnél a két hatds részben eltéro
koncentrdciok mellett jelentkezett. A szimbolumok az dtlagértékeket, a hibajelek pedig a SEM-et
reprezentdljdk (ahol a szimbolumok nem fedik teljesen a szordst mutato vonalakat). (n = 4-20,
*n<0,05 vs. kontroll)

Ezt kovetden részletesen vizsgaltuk a kozel félmaximalis erécsokkenést eredményezd 50
uM peroxinitrit kontraktilis paraméterekre gyakorolt hatdsat (19. dbra). A Ca’*-aktivalt
maximalis erd 56 + 4%-ra csokkent 50 uM peroxinitrit kezelés hatdsdara, mig a passziv erd és a
keresztkotési kinetika nem valtozott szignifikans mértékben. SH specifikus redukaloszereket

alkalmaztunk, hogy becsiilni tudjuk az SH oxidaci6 hozzajarulasit a peroxinitrit okozta
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erdcsokkenéshez. 10 mM DTT és 10 mM NAC peroxinitrittel torténd inkubéciét kovetden
részleges, de szignifikdns mértékil reverziét véltott ki a kontraktilis erdt illetden. Az F, DTT-t
kovetéen 69 = 4%-ra, NAC utdn pedig 71 + 7%-ra nétt (p < 0,05 vs. peroxinitrit mindkét
esetben). Ezek alapjan a peroxinitrit kontraktilis erét csokkentd hatdsa legaldbb ennek a
redukaldoszerekkel revertdlhaté hianyadnak megfelelé mértékben tekintheté az SH oxidécié
kovetkezményének mas fehérje modosité hatasai mellett. A DTT és NAC a passziv er6t nem
valtoztatta jelentds mértékben. A Ky max €setében mindkét redukdlészer kismértékii emelkedést
okozott. Az aktin-miozin ciklus sebességében kisfoku csokkenést kezelések nélkiil (kontroll

kisérletekben) is tapasztaltunk, feltehetden a preparatumok leromldsdnak kovetkeztében.

—
1

0,754

Relativ F,
Relativ Fp,ssziy
e
[6)]
1

0,254

Relativ ki max

* P<0,05 vs. kontroll
# P<0,05 vs. PN

19. abra. Peroxinitrit altal kivaltott mechanikai hatasok részleges reverzigja

Az oszlopdiagramok illusztrdljak a F,, Fpaszn €S a kimax vdltozdsait. A peroxinitrit (PN) dltal
kivdltott ero csokkenést a DTT és NAC részlegesen revertdlta. A peroxinitrit nem befolydsolta a
passziv erot és a keresztkotési kinetikdt. A szimbolumok az dtlagértékeket, a hibajelek pedig a
SEM-et reprezentdljdk. (n = 12-31, *p<0,05 vs. kontroll).
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Biokémiai moddszerekkel erdsitettiik meg, hogy az SH oxidéaciénak szerepe lehet a
peroxinitrit medialt kontraktilis véltozasok 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 kovetden, a fehérjék SH tartalmat szignifikdnsan nem véltoztattak
meg. SH csoportok mennyisége kontrollhoz képest 1 mM peroxinitrit + 10 mM GSH utén 65 +
6%, 1 mM peroxinitrit + 10 mM NAC utdn 64 + 6% volt. Azonban mikor 100 mM
koncentracioban alkalmaztuk a redukdldszereket, teljes reverziot tudtunk elérni. 1 mM
peroxinitrit + 100 mM GSH 105 = 15%-ra, 1 mM peroxinitrit + 100 mM NAC 118 + 14%-ra
novelte a proteinek SH tartalmat. Peroxinitrit esetében is megkiséreltiik egyes fehérjék oxidalo
hatdssal szembeni fokozott érzékenységének kimutatdsat. Az SH specifikus biotinilacid és
Western blot meghatdrozds azonban a myofibrillaris fehérjék szabad SH csoportjait jellemzd
jelintenzitds egyontetli, minden fehérjét egyforman érintd csokkenését mutatta. Ezen kisérletek
szerint peroxinitrit egyre novekvd koncentraciéi hatdsédra kialakulé véltozasokat 10 mM DTT
teljes mértékben, mig 10 mM GSH és NAC részlegesen revertdlta. Habar ezen eredmények az
Ellman reakcidéval kapottakkal Osszhangban vannak, nem tudtunk segitségiikkel peroxinitrit

specifikus szelektiv myocardidlis protein oxidaciét azonositani.
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19. abra. Peroxinitrit SH oxidal6 hatasat vizsgalé biokémiai tesztek

Az oszlopdiagram a peroxinitrit oxiddlo hatdsdnak redukdlo szerek minoségétol és
koncentrdciojadtol fiiggo revertdlhatosdgdat mutatja Ellman reakcio alapjan (n = 9)(A). SH
specifikus biotinildcio és Western blot analizis a kontraktilis fehérjék hasonlo érzékenységét
dllapitotta meg a peroxinitrit SH oxiddlo hatdsdval szemben (B, n = 6, *p<0,05 vs. kontroll). A
szimbolumok az dtlagértékeket, a hibajelek pedig a SEM-et reprezentdljdk.
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Megbeszélés

A disszertici6é alapjaul szolgdlé kutatdsainkban a Ca®*-reguldlt kontraktilis erd és a
myofilamentdris fehérjék SH oxidacidja kozotti 6sszefiiggést vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a
kontraktilis proteinek SH oxid4cidjanak messzemend hatdsai vannak a myocardidlis
kontraktilitdsra. A fehérjék SH oxidédcidja igy nem csak a sejtek elsévonalbeli antioxiddns
védelmének gyengiilését jelenti, hanem veszélyeztetheti a kontraktilis funkciot is. Munkdnk sordn
azonositottuk a myofilamentaris fehérjék egy csoportjat, igy az MLCl-et és az aktint, melyek
oxid4cidja lassitja az aktin-miozin ciklus kinetikdjat, valamint csokkenti a Ca”*-aktivalt
maximdlis er6t és a Ca**-érzékenységet. Az in vitro kivéltott SH oxiddciét és mechanikai
kovetkezményeit megfeleléen valasztott és alkalmazott redukaldszerrel reverzibilisnek taldltuk,
mely az SH oxiddcioval Osszekapcsolt kordllapotokban 1j terdpids célpont lehet. Legjobb
tudomdsunk szerint ez az elsd tanulmény, mely az oxidativ kdrosodds SH fiiggd komponensét és
ennek a Ca**-reguldlt erére gyakorolt hatdsat human szivizomzaton vizsgilta.

A DTDP 4ltal kialakitott SH tartalom csokkenésével a Ca’"-aktivalt maximalis erd, a
Ca**-érzékenység és az aktin-miozin ciklus sebessége is csokkent. Figyelemre mélt, hogy
mindezen valtozdsok az SH statusz visszaallitidsaval revertdlhatéak voltak, mely a kettdé kozotti
szoros Osszefiiggést jelzi. Ugyanakkor a passziv er6ben bekovetkezett kismértékii novekedést
egyik redukalészerrel sem sikeriilt revertdlni. A passziv erd egyik meghatdrozdja a gigantikus
elasztikus fehérje, a titin. Igy feltételezhetjiik, hogy a titin molekula oxiddcié indukilt
konformécié véltozdsa a passziv tenzidra hatdssal van, és szerkezetének visszadllitdsat kisérletes
modelliinkben nem tudtuk biztositani. A titin oxiddciét a nagy molekulatomege és ennek
koszonhetd technikai nehézségek miatt masokhoz hasonléan mi sem vizsgaltuk.

Meg kell azonban jegyezziik, hogy a SH oxidaciot kivaltdé dgens kémiai természetétdl, a
modositott myofilamentaris fehérjéktol és fajtél fiiggdben mds mechanikai véltozdsok is
kifejlédhetnek. gy példaul patkdny nytzott izomrostokon a Ca**-érzékenység fokozéddsat
tapasztaltdk DTDP hatdsara (Lamb és Posterino, 2003; Posterino és Lamb, 1996). A
kozelmultban kozolték ragesalok sziv-prepardtumaival végzett kisérleteket, melyek szerint a tiol
csoportokkal reagdlé HNO (nitroxil) Ca**-aktivalt maximalis eré novekedését eredményezte (Dai

és mtsai, 2007). Meg kell emliteniink, hogy utébbi kisérletekben a SH oxidélt fehérjék szintje
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alacsony volt, és a mechanikai valtozdsokért csak az igen reaktiv SH csoportokon keresztiil
megvalosul6 redox folyamatok lehettek felelosek.

A szivizomsejteket Onmagaban, el0zetes oxidaldszer kezelés nélkiil DTT-nek kitéve, sem
a kontraktilis er6ben, sem a SH tartalomban nem taldltunk véltozast. Ezen eredmények
egybevagnak azon korabbi allatkisérletes adatokkal, melyek szerint a kontraktilis fehérjék SH
csoportjai fizioldgids koriilmények kozott elsdésorban redukalt dllapotban vannak (Ceconi és
mtsai, 2000; Eaton és mtsai, 2002a; Hertelendi és mtsai, 2008).

Patkdny szivizom mintdkban in vitro ischaemiét és reperfuzidt kovetden igazoltdk, hogy
citoszol, membrin, myofilamentdris €s citoszkeletalis fehérjék egyardnt S-tioldlédnak (Eaton és
mtsai, 2002a). Ezen adatok a humdn izoldlt szivizomsejteken nyert eredményeinkkel
0sszhangban a myocardium struktirélis és regulatérikus fehérjéit egyarant érinté SH specifikus
valtozdsokat igazoltak. Azonban kisérleteinkben nem figyeltiink meg valtozast a cardiomyocytak
mikroszkdpos szerkezetében, még a kontraktilis erdt nulldra csokkenté SH oxidacié mellett sem.
Ez ellentétben 4all laboratériumunk kordbbi eredményeivel, mely szerint a peroxinitrit (Borbely és
mtsai, 2005) és egy proteolitikus enzim, a p-calpain (Papp és mtsai, 2000) a sarcomer struktirat
mikroszképos képek alapjan jol lathatéan kérositotta. Ezen eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a SH oxidacié a kontraktilis eré finom reguldciéjan keresztiil befolyasolja a
myofibrillaris er6 generdciot, anélkiil, hogy véltozast eredményezne a sarcomerek szerkezetében.

Munkédnk sordn célunk volt kiilonb6z6 redukalészerek SH specifikus mechanikai
valtozdsokra kifejtett hatdsat és revertdlé képességét is megvizsgdlni. Redukalészereket DTDP
utdn alkalmazva nem kaptunk egységes eredményeket. A DTT a SH tartalomban, a Ca**-aktivalt
maximalis erben, a Ca**-érzékenységben és a keresztkotési kinetikdban oxidéciét kovetden
kialakult valtozdsokat egyardnt hatékonyan revertalta. A GSH és a NAC viszont ezen kontraktilis
paramétereknek tovabbi romldsat eredményezte, mig a SH tartalmat koncentracié fiiggé médon
revertdlta. Meg kell azonban jegyezziik, hogy pontos koncentricio-hatds Osszefiiggések
felvételére ebben az esetben nem keriilt sor, igy a GSH és NAC nagyobb koncentriciéban a
funkciondlis paraméterekre elképzelhetden nagyobb hatdssal is lehet.

Osszehasonlitva a DTDP Ca**-aktivélt er6re és a SH oxidéciéra gyakorolt koncentracid-
fliggd hatdsat meglepetéssel tapasztaltuk, hogy a fehérjék SH csoportjainak legaldabb 50%-ban
oxidalédnia kell szignifikdns erdcsokkenés kialakuldsdhoz. A legkifejezettebb erdcsokkenést

okoz6é DTDP koncentracidknal (1-10 mM) két kontraktilis protein (26 kDa és 45 kDa) teljes SH
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oxid4cidjara hivtak fel a figyelmet biokémiai meghatarozasaink. Ezen myocardidlis mechanikara
kritikus hatédssal biré fehérjéknek megkiséreltiik az azonositdsit. Immunprecipiticiéval MLC1-
ként azonositottuk a 26 kDa molekulatomegi fehérjét. A 45 kDa-ndl fut6 fehérjét molekulatomeg
és nagy mennyiségben megfigyelt el6forduldsa alapjan aktinként hatdroztuk meg. Ezek az
eredmények a szakirodalmi adatokkal is 0sszhangban vannak. Jelenlegi feltételezések szerint a
MLCI-nek meghatdroz6 szerepe van a miozin motor finom hangoldsan keresztill az erd
generdlasra és a keresztkotési kinetikdra (Hernandez és mtsai, 2007; Lowey és mtsai, 1993).
Tovéabba allatkisérletes modellekben tobb bizonyiték 1étezik az aktin ischaemia-reperflizié alatti
oxidacidjaval kapcsolatban (Canton és mtsai, 2004; Eaton és mtsai, 2002a; Milzani és mtsai,
1997; Powell és mtsai, 2001). Vizsgdlataink alapjan mds fehérjék oxiddcidjdnak is kiemelt
szerepe lehet az erd generaldsra, mint pl. a miozin kot6 protein C-nek, vagy a dezminnek. A cTnl
proteolitikus fragmentici6ja mds mechanizmusokkal egyiitt a stunning legval6sziniibb
mechanizmusdnak tiinik jelenleg (Bolli és Marban, 1999; Gao és mtsai, 1997; Murphy és mtsai,
2000). Ezzel szemben vizsgélataink alapjan a ¢Tnl SH oxidacidjanak szerepe a myofibrillaris
dysfunkcidban kevéssé valdszinii.

A peroxinitritre, a NO metabolitjara, szimos esetben mint az egyik legkdrosabb nitrozativ
agensre hivatkoznak (Katori és mtsai, 2006; Wang és Zweier, 1996; Weinstein és mtsai, 2000),
habar a peroxinitritnek ismertek fiziologids funkcidi is (Ferdinandy, 2006). A peroxinitrit karos
hatdsait Osszefiiggésbe hoztak ischaemids reperfuzidos karosoddssal, citokin indukalt, és
szivelégtelenségben kialakulé kontraktilis dysfunkciéval. A peroxinitrit dltal mediélt tirozin
oldallancok oxidécidja nitrotirozin képzddést eredményez, melyet a peroxinitrit altal kivaltott
fehérje karosodds jelének tartanak (Reiter és mtsai, 2000). Azonban a peroxinitrit reagal a
proteinek SH csoportjaival is. Ebben a munkdban célul tiztik ki, hogy meghatidrozzuk a
peroxinitrit altal kivaltott mechanikai véltozdsok SH dependens komponensét, valamint a
peroxinitrit hatdsait Osszehasonlitsuk a SH specifikus DTDP hatdsaival. 50 uM peroxinitrit
alkalmazasa kozel 50%-os kontraktilis erdcsokkenést eredményezett, melyet kovetéen DTT-t és
NAC-t szekvencidlisan adva a F,-t részlegesen, de szignifikdns mértékben novelni tudtuk.
Peroxinitrit addsat kovetden alkalmazott redukdlészerekkel kivaltott reverzié alapjan a
peroxinitrit SH oxiddlé hatdsa koriilbeliil 20%-ban tehetd feleléssé az F, csokkenésben.

Osszességében tahdt tgy tiinik, hogy a peroxinitrit medidlt mechanikai valtoz4sok kisebb része
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tulajdonithaté SH oxidacidénak, mig nagyobb hanyada az egyéb protein mdédosuldsok, elsdsorban
nitrotirozin képzddés szamléjara irhatd (Goll és mtsai, 1991a).

Laboratériumunk kordbbi eredményei alapjdn a peroxinitrit medidlt kontraktilis
valtozdsok leginkédbb a struktiralis protein, az a-aktinin nirtaciéjdhoz kothetd, szemben a DTDP
okozta véltozasokkal, ahol az aktin és az MLC1 oxidécidja volt kiemelhetd. A sarcomer fehérjék
eltérd részvétele a DTDP és peroxinitrit medidlt hatdsban magyarazhatja, hogy miért nem
valtozott a keresztkotési kinetika peroxinitrit esetén, és miért moédosult DTDP alkalmazésakor.
SH specifikus biotinildcié peroxinitrit hatdsara a fehérjék mérsékelt, de valamennyi fehérjét
egyforméan érintd SH oxidacidjat bizonyitotta, a DTDP kezelés hatdsdra megfigyelt szelektiv
oxidacioval szemben. Ugyanakkor a peroxinitrit SH oxidalé hatdsa kapcsdn nem tudtunk
megnevezni egyetlen konkrét sarcomer fehérjét sem, melynek a valtozdsa kritikus hatdssal birt
volna a mechanikdra.

Az 6sszevethetd mértékti SH tartalom csokkenést okoz6 50 uM peroxinitrit és 0,1 mM
DTDP-t kévetden 10 mM GSH és NAC nem eredményezett reverziét a SH csoportok szamadban,
szemben 10 mM DTT vagy 100 mM GSH és NAC alkalmazéasdval. Ezen eredmények azt
mutatjak, hogy kelléen magas koncentraciéban a GSH és NAC is képes rendszeriinkben az SH
csoportok oxidaciéjat revertalni.

A reverzié vonatkozasdban kapott eredményeket dsszegezve elmondhatjuk, hogy a DTT
egy rendkiviil hatékony redukdlészernek bizonyult, mely a SH oxidaciéhoz kothetd biokémiai és
mechanikai valtozdsokat is revertdlta. A GSH-nal és NAC-nel kapott eredmények latszélag
ellentmondasosak voltak. DTDP utdn mindkettd a SH csoportok szdmaban részleges reverziot
eredményezett, mely azonban érdekes modon a F, ki max tovdbbi csokkenését, valamint a passziv
erd tobbszords novekedését okozta. Ugyanakkor peroxinitrit utdn a DTT és a NAC a kontraktilis
valtozads részleges reverzidjat véaltotta ki.

Ismert, hogy a SH oxidélé dgensek a tiol csoportokkal sokféleképpen 1éphetnek reakcidba,
inter- €s intramolekuldris diszulfid hidak, valamint vegyes diszulfidok kialakuldsat
eredményezve. Igy példdul a DTDP a proteinek kozott és a proteineken beliil diszulfid hidakat
alakithat ki. Ezen kiviil onmaga ketté hasadva az egyik fele a fehérje ciszteinjéhez kotddhet, mig
a masik fele tiopiridon formdjaban felszabadul (Lamb és Posterino, 2003). A DTT alacsony redox
potencidljanak koszonhetéen a fehérjék diszulfid kotéseit €s a vegyes diszulfidokat is hatékonyan

képes redukdlni (CLELAND, 1964). A gyengébb redukdlészerként ismert GSH és NAC
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hatékonysdga kisérleteinkben elmaradt a DTT-t6l. Ismert, hogy az antioxiddnsokkal folytatott
humén nagy klinikai tanulmanyok eredményei szintén ellentmondésosak (Ceconi és mtsai, 2003;
Griendling és FitzGerald, 2003; Munteanu és mtsai, 2004). Ugyanakkor a NAC human
alkalmazasdval nem egy vizsgilat pozitiv eredménnyel zédrult (Koramaz és mtsai, 2006). A
humén klinikai tanulmdnyok véltozatos eredményei és izoldlt szivizomsejteken végzett
kisérleteink is az antioxiddnsok €s az alkalmazasi koriilményeik megfeleld megvélasztasira hivja
fel a figyelmet.

Osszefoglalva kisérleteink igazoltak, hogy a Ca’*-aktivélt aktiv erd, a Ca’*-fiiggetlen
passziv erd és az aktin-miozin ciklus kinetikdja komplex Osszefiiggést mutat a kontraktilis
fehérjék SH oxidacidjaval. A Ca2+—regu1a’1cié €s az SH statusz kozotti kapcesolat a sejten beliili
antioxidédns rendszerek hatékony miikodésének fontossagéira hivja fel a figyelmet. A SH oxid4cio
altal kivaltott mechanikai valtozdsok méréseink alapjan hozzdjarulhatnak a postischaemids
kontraktilis depresszid, mds néven a stunning kialakuldsdahoz. Adataink alapjan néhany kritikus
kontraktilis fehérje SH stitusza kiemelt jelentéséggel bir a Ca2+—regula’11t er0 generalds
szempontjabol. Humdn modell vizsgalatainkban a SH oxidécid szerepét igazoltuk a peroxinitrit
kivaltotta kontraktilis depresszioban is, habér itt ez a folyamat kisebb jelentOséggel birt. A
myofibrillaris fehérjék redukalt és oxidalt &allapotdnak kiilonb6z0 kombindciéi ellentétes
hatdsokat is eredményezhetnek a kontraktilis funkcioban. A SH oxidéacié reverzibilitdsdnak
vizsgélata sordn nyert eredmények és az azokbdl levonhato kovetkeztetések hozzdjarulhatnak az

oxidativ stresszel 6sszekapcsolhat6 betegségekben a gydgyszeres terdpids elvek kidolgozasahoz.
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5. Osszefoglalas

Az oxidativ stressz és a szulfhidril (SH) oxidé4cié szerepérdl sok ismerettel rendelkeziink
az ischaemids-reperfuzios karosodds €s a szivelégtelenség kapcsan, azonban a mechanikai
funkciézavar kialakuldsdnak mechanizmusa nem tisztazott. Kutatdsaink sordn ezért célul tliztiikk
ki, hogy humén bal kamrai izolalt szivizomsejteken vizsgaljuk a myofibrillaris rendszer
fehérjéinek SH csoportjain bekdvetkez6 oxidacié Ca**-aktivalt maximalis (F,) és Ca**-fiiggetlen
passziv (Fpass.iv) erére, valamint az aktin-miozin ciklus kinetikdjéra (ki) gyakorolt hatdsat. In vitro
modell kisérleteinkben a SH oxidaciét ditiodipiridinnel (DTDP) és peroxinitrittel,
revertalhatosagét ditiotreitollal (DTT), redukélt glutationnal (GSH), N-acetil-L-ciszteinnel (NAC)
vizsgaltuk.

DTDP a kontraktilis fehérjék oxidaciéjaval parhuzamosan csokkentette az F,-t
(ECs50=2.46+0.22 mM). Az erdcsokkenéssel parhuzamos mechanikai és biokémiai valtozokat a
tovabbiakban 2,5 mM DTDP kezelés mellett vizsgaltuk. 2,5 mM DTDP egyarant csokkentette az
Fo-t (64%-ra), a Ca2+—érzékenységet (4pCas0=0,22+0,02) és a Kky-t (75%-ra), mig a Fpasaiy
kismértékli (10%-o0s) emelkedését eredményezte. Ezen valtozdsokkal parhuzamosan a
myofibrillaris fehérjék szabad SH tartalma 15%-ra csokkent. DTT-vel a vizsgalt paraméterekben,
a Fpassav-t kivéve, teljes reverziot értiink el, szemben a GSH-nal és NAC-nel, melyek
alkalmazdsaval a részlegesen revertdlt SH tartalom mellett a kontraktilis paraméterek tovabbi
romlédsdt tapasztaltuk. A SH oxidaciét molekuldris szinten vizsgdlva azonositottuk a miozin
konnyli lanc 1-et és az aktint, melyek oxiddcidjanak kritikus szerepe lehet a kontraktilis
valtozdsok létrejottében.

Kisérleteinkben igazoltuk a SH oxidacié szerepét a peroxinitrit kivaltotta kontraktilis
depresszidban is. Az 50 uM peroxinitrit kezelés hatdsara az F, 56 + 4%-ra csokkent, melyet 10
mM DTT és 10 mM NAC alkalmazasaval egyardnt sikeriilt részlegesen revertalni 69 + 4%-
illetve 71 + 7%-ra. Igy a peroxinitrit medialt Ca**-aktivélt erd csokkenésért a SH oxidéci6 ezen
kisebb, revertalhaté hanyadban teheto feleldssé.

Eredményeink alapjan a Ca®*-aktivalt maximalis eré, a Ca**-fiiggetlen passziv erd és az
aktin-miozin ciklus kinetikdja a myofibrilldris fehérjék SH stitusdaval szoros Osszefiiggést mutat.
Vizsgdlataink alapjan a kontraktilis fehérjék SH oxidacidja hozzdjarulhat ischaemids-reperftizids

karosodds és szivelégtelenség soran kialakulé kontraktilis dysfunkcidhoz. Végiil, ezen
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kontraktilitast csokkentd hatdsok revertalhatdsaga felhivja a figyelmet a megfelelden alkalmazott

antioxidédns kezelésekben rejld terdpids lehetdségekre.
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