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1. BEVEZETES

A kardiovaszkuldris betegségeket — kozottiik az iszkémids szivbetegséget — a nyugati
tirsadalmakban vezetd haldlokként tartjuk szdmon. A haldlozdsok tobb mint fele
Magyarorszidgon is a sziv- és érrendszeri betegségeknek tulajdonithatd, melyek koziil az
iszkémids szivbetegség a vezetd haldlok. A szivizomban az oxigén és a tdpanyag ellatdsdnak
hidnya és az anaerob anyagcsere termékek felszaporoddsdnak kovetkeztében funkcidzavar,
majd szoveti elhalds jon l1étre. Iszkémia/reperfizé sordn a sejtek ATP tartalma és
energiatartaléka csokken. Az intracelluldris tér szabad Ca®™ tartalma megné a belsé raktarak
Kitiriilése és az extracelluldris térb6l valé Ca®* bedramlés kovetkeztében. A sziv kontrakcids
ereje €s pumpafunkcidja nagymértékben lecsokken. A kardiomiopatia kialakuldsanak
hatterében szdmos mechanizmus allhat. Mindezek koziil azt tartjak a legvalésziniibbnek, hogy
az irreverzibilis véltozasok kialakuldsdban az oxidativ és a nitrozativ stressz jatsza a kdzponti
szerepet. A szabadgyokok, mint rendkiviil reaktiv vegyiiletek szamos citopatoldgiai folyamat
el6idéz6i. Karositjdk a sejt szerkezetét, és megzavarjdk a sejt fizioldgids miikodését. A
kardiotoxicitds egyik legutébb megismert mechanizmusa a poli(ADP-rib6z)polimeriz-1
(PARP-1) enzim tilaktivdléddsaval fiigg ossze. Kiilonbozd tanulmédnyok bizonyitottdk, hogy
a miocitak pusztuldsa apoptdzison és nekrézison keresztiil is torténhet. Az apoptdzis altalanos,
egyik jol ismert végrehajtdi a kaszpazok.

A Ca2+—jel tér és idObeli korldtai nemcsak a jeldtvitel pontos célzottsiga miatt
fontosak, hanem a sejt tilélése szempontjabdl is. Az egész sejtre kiterjedd, huzamosabb ideig
fennall intracellularis Ca**-koncentrécié emelkedés ugyanis olyan folyamatok aktivildsdhoz
vezethet, amelyek karosak a sejtre: a mitokondridlis membranpotencidl semlegesitésén, a
sejtlégzés szétkapcsolasan, apoptdzis szignilok (citokrom c) felszabaditasan tul aktivalja
egyes protein kindz C (PKC) izoenzimeket is. A PKC alapvetd és kdzponti szereppel bir a
szervezet védekez0 mechanizmusaiban, medidtorok szintézisében, a miofibrillaris
kontraktilitds szabdlyozasaban. In vivo €s in vitro iszkémia indukalt szivizom karosodas sordn
izolalt szivizomsejtekben, perfundélt szivben és transzgénikus egér modellben a PKC delta
aktivacié a szivizom kdrosodds mértékét fokozza, ugyanakkor a PKC epszilon a
kardioprotekci6 kialakuldsaért felelds. Ezzel szemben, a PKC kontraktilis funkciéra gyakorolt
hatdsaira vonatkoz6éan meglehetdsen kevés és ellentmond6é humén vonatkozasu vizsgalati adat

all rendelkezésiinkre.



2. CELKITUZESEK

Munkénk sordn az aldbbi két témakor koré csoportositottuk kérdéseinket:

Munkénk sordn az aldbbi két témakor koré csoportositottuk kérdéseinket:

1. A protein kindz C szerepe a human miokardium kontraktilitisaban

Az iszkémia/reperfiziot kovetd kontraktilis véltozdsokban milyen szereppel birnak a PKC

izoenzimek?

2. A miokardidlis sejtek sériilésének markerei szivelégtelenségben

Szivelégtelenségben megfigyelhetd-e reaktiv oxigén vagy nitrogén gyokok megjelenése?
Amennyiben igen, ezek aktivdljidk-e az apoptdzis mitokondridlis kaszpaz fiiggd vagy kaszpaz

fliggetlen utvonalat?

3. MODSZEREK

3.1. Szovetmintak

Humén szivizom mintdk feldolgozasa a World Medical Assosiation altal kiadott
Helsinki Deklardcionak megfelelden tortént. A kisérletek végrehajtdsat a Magyar
Egészségiigyi Minisztérium (No. 323- 8/2005-1018EKU) és a Debreceni Egyetem
Tudoményos Tandcs Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsiga (No. DEOEC
RKEB/IKEB 2553-2006) is jovdhagyta.

A kisérletek soran felhaszndlt human bal kamrai szivizom mintdk egyrészt 8 dilatativ
kardiomiopéatidban szenvedd, Battista miitéten atesett betegtél (NYHA III-IV), masrészt 5, 18
€s 56 év kozotti, agyhaldl allapotdban levé szervdonorokbdl szdrmaztak. Ezen egészséges
donor sziveket technikai okok miatt nem haszndltdk fel transzplanticiéra. A mintdkat
kardioplégias oldatban szallitottdk 4 °C-on, majd cseppfolyds nitrogénben fagyasztottuk, és
felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk.

A mechanikai mérésekhez és a biokémiai kisérleteinkben hasonlé mddon eldallitott

izolalt, permeabilizélt szivizomsejteket hasznaltuk.



3.2. A miokardialis sejtek sériillésének markerei szivelégtelenségben
Western immunoblot

A humdn szivizom mintdkban a miofibrillaris fehérjék poli-ADP ribozil4dcids mértékét,
fehérje oldalldncok karboniléltsdganak fokdt, a peroxinitrit kezelés hatdsdra a miofibilldris
fehérjékben létrejovo nitrotirozin oldalldncok képzddését, a PARP-1 és a kaszpdz-9 fehérjék

expresszidjat Western blot technika felhasznéldsaval vizsgaltuk.

Immunhisztokémia

Bedgyazast kovetéen 5 um-es konszekutiv metszeteket készitettiink, majd acetonos
fixalas utdn a metszeteket poli(ADP-rib6z) (PAR) (1:100) és apoptodzis indukél6 faktor (AIF)
(1:100) ellenes antitestekkel jeloltiik.

3.3. A protein kinaz C szerepe a human miokardium kontraktilitasaban
Humadn szivizomsejtek rekonstrukcidja

Az izolélt, permeabilizalt kardiomiocitikhoz visszaadtuk a mosds sordn eltavolitott
citosz6lt ~1 mg miocita protein/ml koncentraciot bedllitva. Az aktivacidk sordn a rekonstruélt
szivizomsejteket 10 (erdmérések) illetve 30 (biokémiai médszerek) percig inkubaltuk forbol-
mirisztil-acetat (PMA, PKC aktivator), GF 109207X és GO 6976 (PKC inhibitorok,

valamennyit 10 pM koncentracidban) jelenlétében vagy hidnyéaban.

In vitro foszforildcio

A human szivizom homogenizatumokat rekombindns protein kindz A, protein kinaz C
(PKC) a, v, 9, € és m izoenzimekkel 60 percig 37°C—on inkubdltuk 10 mM magnézium és
100 uM [ y->*P] ATP jelenlétében HEPES pufferben. A rekombindns PKC izoenzimek kinaz
aktivitdsdnak mérésére 1 mg/ml hiszton IIIS szubsztratot alkalmaztunk. A rekombindns PKC
izoenzimek kinaz aktivitdsat szcintilliciés szamldléval, valamint a miofibrillaris fehérjékbe

épiilt **P-t autoradiografidval detektaltuk.

Western immunoblot

Harom PKC izoforma expresszids szintjét (o, o és €) vizsgaltuk humdn szivizom-
homogenizdtumokban. A frakciok fehérjetartalmdt BCA assay-vel hatiroztuk meg, BSA
standard alapjan, és azt 4 mg/ml-re éllitottuk be RIPA hozzdaddsdval. Minden mintdbdl 50 ug

protein homogenizatumot illetve kontrollként human rekombindns PKC izoenzimeket vittiink



fel 10%-os gradiens gélre. A molekulasuly szerint szétvdlasztott fehérjéket 1%-os tejporban
blokkoltuk 1 6érdig, majd az 1%-os tej-PBS-ben higitott elsédleges PKCa (1:5 000) PKCs és
PKCe (mindketté 1:1 000) ) ellenes antitesttel inkubaltuk. A membranokat ezt kovetdn
megfeleld mdasodlagos torma-peroxiddzzal kapcsolt antitesttel (1:50 000) inkubdltuk. A
jeleket felerdsitett chemiluminescencia (ECL) segitségével autoradiografias filmen tettiik

lathatova. A kapott jel intenzitdsa ardnyos a membréanon levd fehérje mennyiségével.

PKC izoenzimek transzlokdcidja

Endogén PKCa, BI, & és ¢ izoformdk citoszolbdl a kontraktilis fehérjékhez torténd
transzlokdci6jat vizsgaltuk. A membranrendszeriikt6l megfosztott szivizomsejtekhez
visszaadtuk a citoszolt (1 mg/ml, 450 pl/csé) és szobahomérsékleten 30 percig inkubaltuk
kalcium jelenlétében (5 mM) vagy hidnyédban, valamint forbol-mirisztat-acetat (PMA, 10 pM)
jelenlétében vagy hidnyaban. A sejteket 3 alkalommal mostuk izolalé oldattal (centrifugalas:
1000 rpm, 2 perc), az inkubdcié sordn alkalmazott kalcium és PMA koncentracié mellett. Ezt
kovetden a mintdkat 5 percig foztiik 60 pl SDS-mintapufferrel majd 30 pl mintdb6l a PKCa,
B1, o és ¢ fehérjék mennyiségét hatdroztuk meg. A fehérjék kimutatidsara ebben az esetben is
peroxiddz konjugdlt mdasodlagos antitesteket, Western immunoblot és ECL moddszereket
alkalmaztunk. A sivok intenzitdsit ImageJ software felhaszndldsdval mértiik, az értékeket

optikai denzitdsban (OD) hatdroztuk meg.

Citoszol szabad kalcium koncentrdciojdnak meghatdrozdsa

A PKCao kalcium fiiggd transzlokacidjanak vizsgdlatakor membranrendszerétdl
megfosztott szivizomsejteket citoszdl és 0,001, 0,01, 0,1, 1, 5 vagy 10 mM hozzaadott Ca’t
jelenlétében illetve kalcium mentes oldatban inkubdltuk. A szabad kalcium koncentracié

meghatarozasa Fluo-3 fluoreszcencia intenzitds mérésének segitségével tortént.

Gel-overlay assay PKCa-koto fehérjék kimutatdsdra

A PKCa potencidlis horgonyz6 fehérjéit overlay assay-vel vizsgéltuk
membranrendszeriiktol megfosztott huméan szivizomsejteken. Tovabbd immunprecipitacids
modszerrel vizsgaltuk, hogy a tisztitott, rekombindns Tnl és PKCa molekuldk k&zott van-e
kolcsonhatds. Az izolalt, permeabilizdlt kardiomiocitdkat SDS-mintapuferben foztiik,
nitrocellul6z membranra cseppentettik. A membranok blokkolasat kovetden 2 6ran at
inkubéltuk azokat 1%-os tej-TBS-ben 2pg/ml tisztitott, rekombindns PKCa, 10 uM forbol-

mirisztat-acetdit (PMA) és 5 mM Ca™ jelenlétében. A kontroll membranokhoz nem adtunk



tisztitott, rekombinans PKCa-t. A membranokat 3 alkalommal mostuk 5 mM Ca**-mal
kiegészitett TBS-ben, majd PKCa ellenes elsddleges antitesttel inkubdltuk (1:20 000). A
fehérjék kimutatdsidra ebben az esetben is peroxiddz konjugilt mdésodlagos antitesteket,

Western immunoblot és ECL moddszereket alkalmaztunk.

Immunhisztokémia
Bedgyazast kovetden 10 pm-es konszekutiv metszeteket készitettiink, majd acetonos

fixalas utan a metszeteket PKCa €s Tnl ellenes antitestekkel (mindkettd 1:100) jeloltiik.

Erdmérés permeabilizalt humdn szivizom prepardtumokon

A szivizomsejteket a —80 °C-on tdrolt human szivizom mintdk felolvasztisa utdn
mechanikus dton izoldltuk. A membranjaitdl megfosztott szivizomsejteket szilikon ragasztd
segitségével rogzitettik a mechanikai mérérendszeren. Az izometrids kontraktilis erdt a
szivizomsejt relaxdlé oldatbol Ca’*-tartalmii aktival6 oldatba torténé Atvitelét kovetéen
mértiik. Az izometrids csicserd (Fia) kifejlodése utdn meghataroztuk az aktin-miozin ciklus
sebességére jellemz0 kinetikai paramétert (k). Az Un. passziv erbkomponenst (Fpaseiv) @ Ca®
kontraktdrdk utdn relaxalé oldatban mértiik. A Ca**-aktivalt izometrids ert (F,) a kovetkezd
képlet szerint szdmoltuk: Fo=Fiu-Fpassziv. A kontraktilis rendszer Ca2+—érzékenységének
(pCasp) meghatdrozdsdra a szubmaximadlis Ca®* koncentraciékndl mért eréértékeket a
maximadlis aktivacional kapott er6értékekre (Fp,x) normalizaltuk.

A rendszerbe az endogén PKC molekuldkat a feliiliszé (citoszdl) visszaaddsaval
biztositottuk. Kisérleteinkben PKC aktivalé szerként kalciumot, forbol-mirisztil-acetatot
(PMA), gatldszerként GF 109207X-t (nem szelektiv PKC inhibitor) és G6 6976-t (szelektiv
Ca’*-dependens PKCo és PI inhibitor) hasznaltunk. Majd ismételt Ca’*-eré Osszefiiggés
felvételét kovetden ezek hatdsit egy mésodik Ca®*-erd oOsszefiiggés regisztralasdval

vizsgaltuk.

Statisztikai modszerek

A nyert adatokat Microsoft Excel program segitségével tabldazatos formaban
rendeztiik. Az abrdkat és az illesztéseket részben az Origin (Microcal Software, Inc., MA,
USA), részben a Graph Pad program segitségével készitettiik el. A disszertdcidban bemutatott
adatokat atlag + SEM formaéban tiintettiik fel. Az egyes kisérletekhez tartoz6 elemszamot a
megfeleld abrak alatt tiintettiik fel. Az atlagok kozotti kiilonbségeket akkor tekintettitk

szignifikdnsnak, ha a Student-féle r-préba (ugyanazon sejten végzett kisérletek esetében



paros, egyéb esetekben paratlan probat haszndlva) eredményeként a kapott p érték kisebb volt
0,05-nél.

A Western immunoblot sordn az egyes mintdk fehérjemennyiségét Ponceau-vords
festés utdn denzitometrids analizissel hasonlitottuk Ossze. Az eredményeket 4-10 fiiggetlen
kisérlet elvégezése alapjan kvantitdltuk. Az értékeket atlag + S.E.M. forméban fejeztiik ki. A
kiilonbségeket a Student-féle #-proba segitségével P<0,05-es szignifikancia szint mellett

tekintettiik szignifikdnsnak

4. EREDMENYEK

4.1. A miokardialis sejtek sériillésének markerei szivelégtelenségben
Oxidativ kdrosoddsok kimutatdsa szivelégtelenségben

Méréseink alapjan a  kardidlis fehérjék  oldallancainak  karbonilaltsaga
szivelégtelenségben 118,3+22,3 OD, mig a donorokban 38,7+12,1 OD volt. Szivelégtelen
betegekbdl és a donorokbdl sziarmazé mintdinkban a nitrdlt fehérjék tekintetében nem
taldltunk kiilonbséget. Ezen adatok fokozott oxidativ stressz jelenlétére utaltak

szivelégtelenségben.

Az oxidativ hatdsok kivetkezményeinek vizsgdlata

Az oxidativ hatdsokkal Osszhangban poli(ADP-ribozilélt) fehérj€ék mennyiségében
mintegy 2,3-szeres novekedés volt megfigyelhetd a szivelégtelen betegek mintdiban. Az
immunfestési mintdzat alapjan a poli(ADP-ribozilalt) fehérjék sejten beliili megoszlasa
egyértelmilen a sejtmagra lokalizdlédott a szivelégtelen betegek és a donorok
szovetmintdinak metszetein. PAR-pozitiv sejtmagok ardnya szignifikdnsan nagyobb volt
szivelégtelen csoportban. A novekedés 3,1-szeresnek adddott. Az immunoblot nem mutatott
szignifikdns PARP-1 expresszionovekedést a szivelégtelen betegek mintdiban. Ezen
tilmenden azonban, az irodalmi adatokkal megegyez6en mi is nagymértékiic PARP-1
degradaciot detektdltunk mind a donor, mind a szivelégtelen szivekben.

A kontroll donor mintdkhoz képest a szivelégtelen betegekbdl szarmazé mintdkban
haromszorosara nétt a prokaszpdz-9 mennyisége. Kisérleteink szerint AIF kidramlids a

mitokondriumbdl sem donor, sem szivelégtelen szivizomzatban nem volt megfigyelhetd.



4.2.Protein kinaz C szerepe a human miokardialis kontraktilitasban
Endogén PKC dltal kifejtett hatds a humdn kamrai szivizom sejtek kalcium aktivdlta
kontraktilis erejére

A permeabilizdlt human kamrai szivizomsejteket félmaximdlis kontrakciét kivalto
Ca®* koncentrécié mellett (pCa 5,8; a kifejlodo aktiv eré a maximum 62+1%-a) inkubaltuk 10
percig. Ez a kezelés a maximalis Ca® aktivélt kontrakcids eré 37+5%-os csokkenését
eredményezte. Ezzel szemben, a citoszdl jelenlétében hasonlé mddon kezelt sejtek
(kontrakcids er6 az inkubacié alatt: a maximum 56+8%-a) az erdcsokkenéstdl teljes
mértékben védettek voltak (2+3%-os erd novekedés a kezelés végére). A mechanikai
véltozasokkal parhuzamosan a sejtek szerkezetében (harantcsikolat) bekovetkez6 véltozasokat
is rogzitettilkk, a fénymikroszkopos hardntcsikolat mindkét kezelést kovetden jelentosen
elmosddott. A tovdbbiakban a citoszolikus fehérjék hozzdjarulasat vizsgaltuk. Az altalanos
PKC aktivalészer PMA (10 perces kezelés) nem volt hatdssal sem a kontraktilis erére, sem a
citosz6l mediélt védelemre. Mindemellett a GF 109203X nem mutatott hatdst a 10 perces

Ca®* kontraktdra hidnyaban (a maximalis eré 2+3%-os novekedése).

Endogén PKC dltal kifejtett hatds a humdn kamrai szivizom sejtek passziv fessziilésére

Az izoldlt szivizomsejtek kalcium fiiggetlen passziv erejét 2,2 pm szarkomerhosszon
vizsgéltuk. Ellentétben a Ca’* aktivdlta maximdlis aktiv erével human kardiomiocitdkban a
passziv erd szignifikdnsan magasabb értéket vett fel 1 mM Ca**-ot tartalmazé oldattal végzett
inkubécid hatdsdra. A citoszol hozzdadédsa szignifikdns mértékben antagonizdlta ezt a hatast.
Ugyanakkor kisérleteinket PKC aktivitor PMA €s nem szelektiv PKC inhibitor GF 109203,
valamint GO 6976 hozzdadasdval megismételve sem Ca® jelenlétében, sem hidnydban nem

tapasztaltunk valtozast a passziv er6ben az inhibitor hidnydba mért ért€kekhez képest.

Endogén PKC dltal kifejtett hatds a humdn kamrai szivizom sejtek kalcium érzékenységére
A kontraktilis rendszer kalcium érzékenysége (pCaso) és a Ca’*-erd Osszefiiggés
meredekségére jellemzd paraméter (nHill) nem véltozott szignifikdnsan sem a PKC aktivaciot

(PMA) sem az inaktivaciot (GF 109203 és Go 6976) kivaltd kezeléseket kovetden.

PKC izoenzimek expresszigja humdn szivizomsejtekben
Az elvégzett kisérletek igazoltdk, hogy a humén szivizomban legnagyobb
mennyiségben eléforduld izoforma, a PKCa expresszids szintje kozel hiiszszor nagyobb, mint

a vizsgalt masik két izoforméé, a PKC deltaé és epsziloné.



Humadn miokardidlis fehérjék in vitro foszforildcioja PKC-vel

Az izoenzimek kozotti kiillonbségek nemcsak az aktivdl6é kofaktorok irdnti igényben,
szoveti expresszidban, lokalizdcibban mutatkoznak meg, hanem az eltéré szubsztratokban is.
A Ca2+—dependens PKCa és y kozel azonos aktivitdst és szubsztrat specificitdst mutatott, mig
a Ca2+—fﬁggetlen izoformdk meglehetdsen egyedi mintdzattal birtak. A PKCS izoenzimnek
volt a legnagyobb kindz aktivitdsa miokardidlis fehérjéken, és szelektiven foszforilalt egy 26
kDa molekulatomegii fehérjét. Mig a PKCe aktivitdsa adddott a legalacsonyabbnak, és ez a
kin4z egy 60 kDa molekulatomegt fehérjét foszforilélt specifikusan. A PKCn 4ltal foszforilalt

két fehérje molekulamérete is eltérd, >200 kDa és 48 kDa volt.

PKCea itracellularis target fehérjéinek kimutatdsa

Kisérleteinket endogén PKCa, BI, & és & izoformdk citoszolbdl a kontraktilis
fehérjékhez torténd transzlokacidjanak vizsgalataval folytattuk. Kontroll koriilmények kozott,
Ca’* hidnydban az izoenzimeket tilnyomoérészt a citoszélban lehetett kimutatni, csak csekély
mértékli asszocidcid volt megfigyelhetd a PKC izoenzimek €s a kontraktilis fehérje rendszer
kozott. Ca®* jelenlétében a PKCo kotdédése a kontraktilis rendszerhez szelektiven ndétt. A
sz€les korben haszndlt diacil-glicerol analég PMA-nak egymagdban nem volt megfigyelhetd
szignifikdns hatdsa a PKC izoenzimek és a kontraktilis apparatus kozti interakciora. Ca®™ és
PMA egyiittes jelenlétében PKCa és ¢ szignifikdns transzlokicidja volt megfigyelheto.
Eredményeink egyértelmiien azt sugalljdk, hogy dontden a Ca’*-nak van szerepe a PKCa
transzlokdciéjanak szabdlyozasaban. A PKCa transzlokdcié Ca**-fiiggésének vizsgalatakor a

félmaximalis aktivacidhoz sziikséges Ca’* koncentraci6 (ECsp) 645 nM-nak addédott.

Ca**-fiiggé cTnl és PKCa kilcsonhatds (kotédés)

A miofibrillaris rendszer o6t fehérjéjét azonositottuk lehetséges PKC alfa koto
fehérjeként. Ezek koziil az egyik motilitdsa a ~ 24 kDa tomegti Tnl motilitdsaval egyezett
meg. In vitro fehérjekotéses analizissel megallapitottuk, hogy a tisztitott, rekombinans Tnl és
PKCa molekuldk kozott Ca2+—dependens kolesonhatds van. Ugyanakkor ezt a hatdst nem
befolydsolta az a tény, ha a Tnl molekula Tn-komplexben (Tnl:TnT:TnC ardnya 1:1:1) volt

jelen.
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PKCa és cTnl egyiittes eldforduldasanak (kolokalizdcio) kimutatdsa humdn kamrai
izomzatban
Biokémiai eredményeinkkel Osszhangban az immunfluoreszcens felvételeken

megfigyelhetd a PKCa és cTnl kolkalizacidja human kamrai szovetmintdkban.

5. MEGBESZELES

Egyre novekszik azoknak az experimentdlis és klinikai bizonyitékoknak a szdma,
melyek szerint az oxidativ stressz szerepet jatszik a szivmiikodés rendellenesség és a
szivelégtelenség kialakuldsdban. A fokozott lipidperoxidacidt jelz6 plazma malondialdehid
(MDA) emelkedés kifejezett iszkémids és nem-iszkémids dilatativ kardiomiopétidban,
koncentraciéja korrelal a tiinetek stlyossagaval, forditott ardnyban all az ejekcids frakcidval
és a terhelhetéséggel. Allatkisérletben a kontraktilitds csokkenésével egyidejiileg
megndvekedett malon-dialdehid szintet mértek, ami reaktiv oxigéngyokok jelenlétére, lipid
peroxidaciora utal. Napjaink megfigyelése, hogy az oxidativ stressz markerének tartott F2-
izoprosztan (8-epi-PGF2) szintjének emelkedése a perikardidlis folyadékban ardnyos a
szivelégtelenség sulyossdgdval, direkt kapcsolat 4ll fenn koncentricidjanak nagysiga és a bal
kamra végdiasztolés és végszisztolés atmérdi kozott. Szdmos kisérletben bizonyitottdk a
szivizomsejteket ér0 oxidativ stressz kontraktilis funkciéra kifejtett kdaros hatdsat, és
vizsgaltdk ennek szertedgaz6 molekularis hatterét. A miokardilis oxigéngyokok legfontosabb
forrdsai az ismétlédd iszkémia/reperflizids periddusok, gyulladdsos citokinek, katekolamin
auto-oxidacié, prosztaglandinok. A szervezet elégtelen antioxiddns enzimrendszerei
(szuperoxid dizmutdz, kataldz és glutation peroxiddz) valamint a védelmi rendszer
mikodéséhez sziikséges vitaminok és dsvanyi anyagok hidnya (E vitamin, C-vitamin,
cisztein) kovetkeztében felszabadulnak a reaktiv szabadgyokok a szivizomsejtekben.
Szivelégtelenségben szenvedd betegekben Osszefiiggést taldltak a szivelégtelenség klinikai
stdidiumai, az antioxiddnsok és oxidansok szintje kozott: A NYHA Il stiddiumban 1évo
betegekben szignifikdnsan alacsonyabb A vitamin, E vitamin és lutein szinteket, mig
magasabb malondialdehid értékeket mértek, mint a NYHA II dllapotban levd betegekben.
Szivelégtelenségben reaktiv oxigéngyok forrds lehet a sejtben szdmos specidlis enzim: a
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfdt (NADPH) oxiddz, a cyclooxgendzok, a nitrogén-
monoxid szintdz; a mitokondridlis elektrontranszport ldnc; gyulladdsos kdrnyezetben aktivalt

neutrofil granulocitak.
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5.1. A miokardialis sejtek sériillésének markerei szivelégtelenségben

Meéréseink alapjan humén szivelégtelen mintdkban szignifikdns oxidativ karosodds
mutathato ki, szemben a kontroll humén donor mintdkkal. Ez igazolja azt, hogy a mintavétel,
a tarolds és a feldolgozds folyamata nem jart jelentds oxidativ stresszel. A szivizomsejtek, az
endokardium, a korondridk endothelje, a sziv idegei mind kalciumfiiggd nitrogénmonoxid-
szintdzt tartalmaznak. A nitrogén-monoxid kulcsszerepet jatszik a keringési rendszer élettani
szabdlyozdsaban, mint példdul a vazodilaticid, a trombocita- és fehérvérsejt-aktivicio gatlasa,
a szivizom kontraktilis funkciéjanak szabdlyozdsa, az oxigénfogyasztds csokkentése, de
antiapoptotikus és gyulladdsgatlé hatdsai is ismertek. A nitrogén-monoxid kulcsfontossagu a
kiilonféle sziv-, illetve keringési betegség kéaros kovetkezményei elleni védelemben is.
Mindaddig pozitiv, védo, szabdlyoz6 hatdsi medidtorként viselkedik, amig a peroxinitrit-
képzddés fokozddasa kovetkeztében ez utdbbi hatdsa eldtérbe nem keriil. Korabbi vizsgalatok
eredményei szerint kis emlosokben a szivelégtelenség kialakuldsdban szerepet jatszik a
nitrogén-monoxidbdl és szuperoxid anionbdl fizioldgids koriilmények kozott is képzddo
reaktiv nitrogén gyok, a peroxinitrit megnovekedett termelddése. Szivelégtelenségben a
fokozott NO képzddés hitterében az indukdlhatd nitrogénmonoxid szintetdz (iNOS) enzim
expresszios szintjének és aktivitdsanak novekedése all.

Allatkisérletes modellekben iNOS overexpresszié és a peroxinitrit megnovekedett
termelddése valamint dilatativ kardiomiopatia, vezetési zavarok, hirtelen szivhaldl és nem
utolsé sorban a szivelégtelenség kozott szoros Osszefiiggést mutattak ki. Patkanyokon végzett
kisérletek is megerdsitették, hogy a miokardidlis iNOS aktivitds fokoz6das hatdsira romlik a
sziv pumpafunkcidja és karosodik a P-adrenerg vélaszkészség. Human szivelégtelenségben
kimutattdk a neurondlis (nNOS vagy NOS1) nitrogén-monoxid-szintaz fokozott aktivitasat is.
Annak ellenére, hogy a peroxinitrit indukdlt nitrotirozin oldallinc képzddést allatokbdl
szarmazo és humdn szivizom preparitumokban is kimutattdk, eredményeink szerint
szivelégtelen betegekbdl és a donorokbdl szdrmazé mintdinkban a nitralt fehérjék tekintetében
nincs kiilonbség.

A szivelégtelenség kialakuldsdban nagy jelentdséggel bir a poli(ADP-rib6z) polimeriz
(PARP-1) aktivacidja. Reaktiv nitrogén intermedierek és oxigén szdrmazékok, illetve ezek
hatdsara aktival6dé matrix metalloprotindzok, valamint kaszpazok és az oxidativ kdrosodasok
okozta DNS lanc torések legfontosabb hatdsa a PARP-1 enzimek aktivalasa.

Kordbbi vizsgédlatok eredményei szerint kis emldsokben a PARP-1 enzim tilzott

aktivécidja megfigyelhetd tobbek kozott iszkémia-reperfizid, diabetes és kardiotoxikus szerek
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indukélta szivelégtelenségben. Széles korben vizsgalt a kaszpdzok szerepe, a krdénikus
szivelégtelenség és az apoptdzis vonatkozdsdban a megfigyelések ellentmondasosak.

A matrix metalloproteindzok aktivacidja is ismert krénikus szivelégtelenségben. Mind
a kaszpazok, mind az MMP-k képesek PARP-1 enzim hasitdsa révén annak inaktivildsara
szivelégtelenségben. Eredményeink szerint megfigyelhetd a PARP aktivicié szivelégtelen
betegek szivizom mintdiban, ami tovdbbi példdval bdviti azon humdn betegségek sordt,
melyekben PARP-1 aktivicié kialakul. Ugyanakkor mi nem tudtuk kimutatni szignifikans
PARP-1 expresszi6 novekedést a szivelégtelen betegek mintdiban, ami felveti, hogy a
mintdinkba megfigyelt fokozott poli(ADP-ribozil)acié hatterében a PARP-1 katalitikus
alegység aktivitdas fokozddasa all. PARP-1 szabdlyozdsa elsdsorban a DNS-torések vagy
intracellularis kalcium koncentracié novekedés szintjén torténik.

Az apoptdzis jelatviteli, majd végrehajté szakaszaban fontos szerepet jatszanak a
kaszpazok. Degradativ enzimsajatsdgaik miatt a kaszpazok prokaszpazok formajaban
taldlhatok — elsOsorban — a sejtek citoplazmdjidban. Az ,érett” kaszpdzok heterotetramer
szerkezetliek. A kaszpaz-8 és -9 a leggyakoribb tgynevezett inicidtor kaszpaz, amely a
jelatviteli uton elinditja a kaszkddot, mig a legfontosabb végrehajté kaszpaz a kaszpdz-3. A
kaszpdzok igen sok szubsztrittal rendelkeznek, ezek részben struktirfehérjék, részben olyan
enzimek, amelyek aktivaldsuk utdn részt vesznek a sejt lebontdsdban. A PARP-1 az apopt6zis
kialakuldsa sordn 4ltaldban a kaszpdz-9 4ltali hasitds dldozatdvd valik. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a kaszpdz-9 overexpresszalddott (prokaszpidz mennyisége nétt) human
szivelégtelenségben. A kapcsolat a PARP-1 aktivacié és hasités, a sejthaldl apoptotikus vagy
nekrotikus formdja kozott bonyolult, de valdszintsithetd, hogy a PARP-1 tilzott aktivacidja a
sejtek NAD" és ATP raktarainak Kiiiritése révén nekrozist eredményez. Mig a PARP-1
hasitdsa, ami az enzim inaktivdlédasiahoz vezet, protektiv mechanizmusként utat enged az
apoptézisnak, mivel megdrzi a sejtek NAD" és energia készletét az energiaigényes tovabbi
apoptotikus folyamatok szamara.

Mindezek mellett figyelembe kell venni, hogy a vizsgilt human szivizom mintdink
kiilonbozd eredetiiek voltak. Befolydsolhatja az apoptdzis és a PARP-1 aktivacié kapcsolatat
a betegek NYHA stadiuma, gydgyszeres kezelése, a mintavétel helye (endo-, epikardium). A
szivelégtelelnség etiologidjanak soksziniisége hozzajarulhatott az eltéré megfigyelésekhez (az
iszkémids eredetli szivelégtelenségben az oxidativ stresszmarkerek dltal medidlt diszfunkci6
figyelhetd meg, mig dilatativ kardiomiopatidt okozhatja alkohol, vagy virusfert6zés).
Megfigyeléseink szerint humdan szivelégtelenségben a PARP-1 aktivicié nem eredményez

apoptozist, az AIF transzlokdcié hidnydnak megfelelden. Az azonban lehetséges, hogy enyhe
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DNS karosodds esetén a PARP-1 aktivdlédik és szerepet jatszik a DNS-hibajavitasban, a
genomikus stabilitds megdrzésében. Spekuldcid szintjén az is felvethetd, hogy mintdink
végstadiumi szivelégtelenségben szenvedd betegekbdl szdrmaztak, akik taldn sikeresen
alkalmazkodtak a magasabb reaktiv gyok szinthez és a kovetkezményes PARP-1
aktivéaciohoz.

Ezen megfigyeléseink ellenére nem vitatott, hogy 4dllatkisérletekben a reaktiv oxigén
szabadgyokok dltal kivaltott DNS kédrosodasok, melyek végsd soron apoptdzishoz vezetnek,
fontos szerepet jatszanak betegségek kialakuldsaban (pl. szivelégtelenség). Allatkisérletekben
a PARP-1 enzim specifikus gatloszereivel és antioxiddnsokkal csokkenteni lehet az infarktus
soran elhalt teriilet nagysdgat, a szoveti kdrosoddsokat, a miokardium diszfunkciét. Az a tény,
hogy a PARP-1 inhibitorok csokkentik a citoplazmatikus NAD" katabolizmust, és feltehetdleg
mérséklik a szabadgyokok indukalta mitokondridlis NAD™ vesztést, feltételez egy kapcsolatot
az oxidativ mitokondridlis kdrosodds és a PARP-1 aktivdlodas kozott. Az oxidativ stressz
vizsgélata humdn kérképekben és experimentdlis modellekben kozelebb vihet a szabadgyokok
okozta koérfolyamatok megértéséhez, a kardiovaszkuldris betegségek megeldzéséhez és

kezeléséhez.

5.2. Protein kinaz C szerepe a human miokardialis kontraktilitasban

Tovabbi kisérleteinkben a PKC funkciondlis jelentdségét mutattuk ki a humdn
szivizomzat kontraktilis erejének fenntartisdban, elnyujtott intracellularis szabad Ca®*
koncentrici6 jelenlétében, mely az iszkémia/reperfuzié egyik jellegzetes eseménye.

Ismert, hogy a PKC izoenzimek részt vesznek a human szivizomsejtek
erdgeneralasianak szabdlyozasaban. In vitro kisérletekben bebizonyosodott, hogy troponin I
(Tnl), troponin T (TnT), miozin konnytilanc 2 (MLC-2), kardialis miozin kotd C fehérje
(cMyBP-C) és dezmin szubsztritjai a PKC-nek. A molekuldk PKC-medialt foszforilacidja
csokkenti a miozin ATP-az aktivitdsat €s a maximalis er6t, meghosszabbitja az izovolumetrids
relaxdcio idejét, noveli az utdterhelést, csokkenti a keresztkotések kialakuldsanak a sebességét
és a kontraktilis er6t. Patkdny szivelégtelen modellen megfigyelték, hogy a szivelégtelenség
kiséré jelensége a fokozott PKC fiiggé miofibrillaris fehérje foszforilaciéo és a csokkent
kontraktilitds. S6t valészinlisitették, hogy a fentebb leirt eltérést a troponin fehérjék PKC
medidlta foszforilicidja okozza. Sajat és irodalmi adatok kozotti ellentmondds (ndvekvod
versus csokkend kontraktilitds) egyrészt adddhat a kiilonboz6 fajok szivizom sejtjeiben
kifejez6d6 izoformdk eltérd jellegébdl, masrészt a PKC hatdsait vizsgdld eltérd kisérletes

koriilményekbdl. A PKC szerepével foglalkoz6 kordbbi beszdmolokban a PKC aktivitds
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jobbdra jelent0sen magasabb volt, mint az egészséges dllapotban fizioldgids koriilmények
kozotti érték. Igy példaul szivelégtelenségben vagy transzgénikus allatmodellekben a
magasabb PKC expresszi6 vezethet a PKC egészségesekben betoltott szerepének elfedéséhez.
In vitro kindz kezelések hatdsira a miofibrilliris fehérjék foszforilacidja jelentOsen
meghaladhatja a fiziol6gids szintet. Végiil a szubsztradtok hely-specifikus mutagenezise is
afiziol6gids hatdsokhoz vezethet. Ezen fenti példdkkal szemben mi rekonstrudltuk a
szivizomsejteket, fiziol6gids mennyiségli PKC izoformdkat, endogén miofibrillaris fehérjéket
é¢s a PKC enzimek sajat célfehérjéit alkalmaztuk kisérleteinkben. Ennek megfeleléen
eredményeink is eltérnek a kordbban taldltaktél a PKC kontraktilitisban betoltott szerepére
vonatkozéan. Adataink arra utalnak, hogy szivelégtelenségben, melynek kialakulasat a PKC
utvonal diszregulacidjaval jellemziink, nem csak a fizioldgids szubsztritok fokozott
foszforilacigjat, hanem egyéb, fiziologids koriilmények kozott nem foszforildlédé fehérje
foszforilacigjat is megfigyelhetjiik, ami mintegy elrejtheti a fiziol6gias hatasokat.

Az eltérd kisérletes koriilményeken tdl, szembetind kiilonbségeket taldltak ragcsalok
valamint humén szivizom mintdkban expresszal6dé PKC izoformédkban. Mig kis allatokban
(patkdny, egér) a PKCe a domindns izoforma, addig humédn mintdkban a PKCa. Sajit
elvégzett kisérleteink igazoltdk, hogy a humdn szivizomban legnagyobb mennyiségben
eléforduld izoforma, a PKCa expresszids szintje kozel hiiszszor nagyobb, mint a vizsgalt
madsik két izoformaé, a PKC deltaé és epsziloné. A fajok kozétti kozos vonds, hogy magasabb
PKC expresszi6 figyelhetd meg szivelégtelenségben végstadiumd dilatativ kardiomiopatiaban
és sulyos aorta sztendzisban.

A PKC izoenzimek aktivitisa harom tton szabdlyozhatd, (i) szelektiv expresszidval,
(i1) kiillonboz6 szubsztrat specificitdssal (iii) vagy eltérdé célra irdnyitdssal (targeting).
Kisérleteinkben mindezen lehetoségeket vizsgaltuk humén szivizom mintakban.

Sajat kisérleteinkben a PKC izoenzimek szubsztrat specificitast in vitro foszforilaciés
assay-vel vizsgaltuk human kamrai szivizomban. Eredményeink szerint habar a kiilonb6zd
izoenzimek esetében jelentds kiilonbségek voltak felismerhetdek, a jol ismert, funkciondlisan
karakterizélt fehérjéket (troponinok, miozin konnyti ldnc) valamennyi izoforma képes volt
foszforildlni. Mindezek arra utalhatnak, hogy az in vivo specificitasban a kiilonféle izoformak
szubcellularis lokalizacidja, targetingje kulcsfontossagu.

Kisérleteink java részében ezért a PKCa intracelluldris targetingjét vizsgaltuk
részletesen. Kordbbi kisérletekben bebizonyosodott, hogy a Ca®*-koncentrdcié emelése
szelektiven a PKCa transzlokécidjat indukdlta patkdny szivekben. Ezzel 6sszhangban sajat

adataink szerint humén kamrai szivizomban egyardnt megfigyelhet6. Ez felveti a PKCa
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kiemelkedd szerepét a kalcium-fiiggd miofibrillaris-kontraktilitds szabalyozdsaban. Egyes
adatok szerint a PKC aktivacié csokkenti a miofibrillaris rendszer kontraktilitdsat, mig sajat
eredményeink szerint a PKCo a kontraktilitds fenntartdsidhoz jarul hozzd. Mindenesetre a
PKCa igéretes terdpids célpontnak tlinik a szivizom kontraktilitdsdnak javitdsira. Ezt a
potencidlt azonban feltehetden sejten beliili kotOhelyeinek (targeting) pontosabb feltdrdsat
kovetden tudjuk kihasznélni.

Kovetkezd 1épésben PKCa horganyzé fehérjéket vizsgéltuk. Kimutattuk a PKCa Ca* -
fliggd transzlokaciéjat a miokardidlis troponin I-hez, mely fiiggetlen a troponin komplex
alkotdinak jelenlététdl. A biokémiai eredményeinkkel Osszhangban az immunfluoreszcens
felvételeken szignifikdns PKC alfa és cTnl kolokalizaciét figyelhettiink meg human kamrai
szovetmintdkban.

Fontos megemliteni, hogy a PKC gitlasa ex vivo koriilmények kozott gyakran hatdsos
a kiillonbozé szivbetegségek (pl. szivinfarktus sordn megjelend iszkémids-reperfizios
karosodds, illetve a szivelégtelenség) sordn bekovetkezd kontraktilitds csokkenés
megel6zésében. Sajnos, a PKC a szervezet minden sejttipusaban expresszalodik és valtozatos
funkcidkat 14t el. Ennek megfelelden a PKC minden sejtre kiterjedd gétldsa nem
alkalmazhat6, és a PKC aktivitdis moduldldsidn alapuld terdpids eljardsok a megfeleld
specifitds eléréséig varatnak magukra. Kisérleteink ezen a téren jelentds eldrelépéssel
szolgalhatnak, amennyiben kimutattuk, hogy a PKCa miofibrilldris hatdsainak kdzvetitésében
részt vesz a troponin I 4ltali célra irdnyitdsa (targeting). Igy felmeriil annak a lehet3sége, hogy
gyakorolt hatdsa szelektiven modulélhato.

A jelatviteli folyamatok térbeli szabdlyozdsa horganyzo fehérjék segitségével az
intracellularis tér egy adott kompartmentére korlatozza a jelatviteli folyamatot, egytittal tobb
jelatviteli lancban szerepld molekulat is helyhez kothet, ami lehet6vé teszi a jelatviteli
utvonalak konvergilasat. A PKC-hez kotéddé fehérjék harom nagy csoportba sorolhatéak,
egyik fontos csoportjat a STICK (Substrates That Interact with C-Kinase) fehérjék alkotjak, a
madsodik csoportba a RACK (Receptors for Activated C-Kinase) fehérjék tartoznak, melyek
az enzim aktiv konformacidjat stabilizdljdk, valamint az ellentétes hatasi RICK (Receptors
for Inactivated C-Kinase) fehérjék. Miutan a kiilonboz6 kot szekvencidk az izoenzimekre
specifikusak, izgalmas lehetdségeket rejt magdban a PKC izoenzim-szelektiv aktivédldsara,
vagy gatldsara.

Altalaban, a PKC aktivdlds magdba foglalja a DAG kotodését (vagy exogén

megfeleldjének, a PMA-nak) a citoszélban taldlhaté szolubilis enzimhez, amely rogziti azt a
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membranstruktirdhoz. Amig a Tnl kétségteleniil a STICK-ek egyike az emberi szivben,
addig, ugy tinik, hogy az interakciét a Tnl és a PKCa kozott egyediil a Ca* szabdlyozza,
fiiggetleniil a lipidektdl. Az sdr fehérje, mely a caveolinokhoz kotédik, hasonld
tulajdonsdggal rendelkezik, mint a Tnl, ugyanis DAG vagy annak analégjdnak hidnyaban,
Ca2+—dependes moédon kotddik a PKCa-hoz. Ez a felfedezés is azt mutatja, hogy a Ca* olyan
szerkezetvéltozast idéz el a PKC-ban, amely szabadd4 teszi azokat a szekvencidkat, amelyek
lehet6vé teszik az interakcidt a kozeli/szomszédos proteinekkel. Ugyanakkor kimutattdk, hogy
amig az sdr-PKCo kotédést a Ca®* el8segiti, addig a foszfatidil-szerin stabilizdlja azt. Sajat
kisérleteinkben kétségteleniil stabil interakciodt taldltunk a Tnl és a PKCa kozott lipidek
hidnyaban, habar lehet, hogy a foszfatidil-szerin in vivo részt vesz a komplex stabilitdsdnak
novelésében.

Kordbbi tanulmanyok rdmutattak arra, hogy az intracellularis szabad kalcium
koncentraci6 idobeli és térbeli véltozdsai meghatirozd szerepet jatszanak a PKCa
lokaliz4cidjdban érfali simaizom sejtekben. Hasonld elképzelés alkalmazhaté kamrai
szivizomsejtek esetében is. Adataink szerint a PKCa szubcellularis lokalizaciéja jelentdsen
megvaltozik az intracellularis szabad Ca®* koncentrécié megemelése 4ltal. Eredményeink
ezen feliil arra is rdmutattak, hogy a kontrakcid/relaxaci6 ciklus sordn a PKCa lokalizacidja
megvaltozhat, transzlokdlédhat a vékony filamentumhoz, dtmenetileg kotddhet a Tnl-hez
Ca2+—fiigg6 moédon, mely hozzédjarulhat a kontraktilitds fenntartdsdhoz iszkémia/reperfuzid
soran. Fontos azt is megemliteni, patologids koriilmények kozott a PKCo mennyisége
jelentésen megnd, amely feltehetden elvezet a fiziologids (sajat adataink szerint troponin I-vel
torténd asszociacion keresztilli) szabalyozds megbomldsdhoz, szdmos miofibrillaris fehérje

foszforilacidja pedig a végiil a kontraktilitas csokkenéséhez vezethet.
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6. OSSZEFOGLALAS

Meéréseink alapjan humdn szivelégtelen mintdkban szignifikdns oxidativ karosodds
mutathat6 ki, szemben a kontroll human donor mintdkkal. Eredményeink szerint szivelégtelen
betegekbdl és a donorokbdl szirmazdé mintdinkban a nitrdlt fehérjék tekintetében nincs
kiilonbség. Megfigyelhetd a PARP-1 aktivicié és kovetkezményes fokozott poli(ADP-
ribozil)acié szivelégtelen betegek szivizom mintdiban, ami tovdbbi példdval bdviti azon
human betegségek sorat, melyekben PARP-1 aktivacid kialakul. Ugyanakkor mi nem tudtuk
kimutatni szignifikdns PARP-1 expressziondvekedést a szivelégtelen betegek mintdiban, ami
felveti, hogy a mintdinkba megfigyelt fokozott poli-ADP-ibozilacié hatterében a PARP-1
katalitikus alegység aktivitds fokozdddsa all. Kaszpaz-9 expresszié szignifikdnsan nagyobb
volt szivelégtelen mintdinkban, mint a donorokban. Ezen adatok felvetik, hogy enyhe DNS
karosodds esetén a PARP-1 aktivalodik és szerepet jatszik a DNS-hibajavitasban, a
genomikus stabilitds megdrzésében. Spekuldcid szintjén az is felvethetd, hogy mintdink
végstadiumul szivelégtelenségben szenvedd betegekbdl szarmaztak, akik talan sikeresen
alkalmazkodtak a magasabb reaktiv gyok szinthez és a kovetkezményes PARP-1
aktivéaciohoz.

Eredményeink ezen feliil arra is rdmutattak, hogy a kontrakcié/relaxaci6 ciklus sordn
a PKCa lokaliziciéja megvéltozhat, transzlokdlédat a vékony filamentumhoz, atmenetileg
kotodhet a Tnl-hez Ca2+—fiigg6 moédon, mely hozzdjarulhat a kontraktilitds fenntartdsahoz
iszkémia/reperfiizié soran. Ugy tiinik, hogy az interakciét a Tnl és a PKCa kozott egyediil a
Ca®* szabilyozza, fiiggetleniil a lipidektsl. A PKCo miofibrillaris hatdsainak kozvetitésében
részt vesz a troponin I 4ltali célra irdnyitdsa (targeting). Igy felmeriil annak a lehetdsége, hogy
gyakorolt hatdsa szelektiven moduldlhaté. Mindenesetre a PKCa igéretes terdpids célpontnak
tiinik a szivizom kontraktilitidsanak javitasara. Ezt a potencidlt azonban feltehetden sejten
beliili kotohelyeinek (targeting) pontosabb feltarasat kovetden tudjuk kihasznalni. Fontos azt
is megemliteni, hogy patoldgids koriilmények kozott a PKCa mennyisége jelentsen megnd,
amely feltehetden elvezet a fiziologids (sajat adataink szerint troponin I-vel torténd
asszocidcion keresztiili) szabdlyozds megbomldsahoz, szdmos miofibrillaris fehérje

foszforilacidja pedig a végsd kozos tthoz, a kontraktilitds csokkenéséhez vezethet.
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7. TUDOMANYOS EREDMENYEK HASZNOSITHATOSAGA

A szivelégtelenség relativ gyakorisdga miatt sok embert érintd malignus betegség (a
betegség prevalencidja 1-2%). Ezért fontos kutatdsi feladat a miokardium kontraktilitasat
befolydsolé miofibrillaris €s intracelluldris hatdsmechanizmusok tisztizdsa, mert tovabbi
adatokat nyujt a betegség jobb megértésére és az Ujabb terdpids lehetOségek kialakitdsara.
Vizsgalatainknak jelent0ségét az adta, hogy kisérleteinket huméan prepratumokon végeztiik.
Igy az éltalunk észlelt mechanikai és biokémiai eltérések direkt médon adaptilhaték. A
szivizom kontraktilitdsdnak szabdlyozdsa egy fontos élettani funkcié a szivizom mitkddése
szempontjabol. Az élettani szabdlyozds pontos megértése elengedhetetlen a patoldgids

torténések kovetéséhez.
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