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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1.  Miokardialis infarktus és a posztinfarktusos remodellacio

Az iszkémias szivbetegség vilagszerte a vezetd haldlokok kozé tartozik, az Osszhaldlozas
mintegy 12,8%-aért felelés. Eurdpaban minden hatodik férfi és hetedik nd halalat a
miokardialis infarktus (MI) okozza [1]. Az akut szivinfarktus incidencidjara vonatkozo
hazai adatok hidanyosak, de kiilonboz6 adatbazisok alapjan becsiilve Magyarorszagon
évente 20 000 0j infarktusos betegre szamithatunk [2]. A szivinfarktus az elhuzodo (>20
perc) iszkémia kovetkeztében létrejovd szivizomelhalds, melynek diagndzisa a klinikai
tiinetek, EKG eltérések és a kardialis nekroenzimek emelkedett szintje alapjan allithato fel.
A hattérben az esetek nagy részében ateroszklerotikus plakkruptira és trombotikus
koszortér-elzarodas all. Az utdbbi években szamos nemzetkézi tanulmany az akut
miokardialis infarktus mind korai, mind kés6i haldlozasanak csokkenését mutatta, mely a
primer koronaria intervencid, a modern antitrombotikus kezelés és a szekunder prevencid
elterjedésével magyarazhato [1].

Ennek koszonhetden egyre tobb beteg ¢€li tul az akut eseményt, ezeknél a
pacienseknél azonban a posztinfarktusos szivizom-atépiilés, remodellacio folyamatéaval
kell szamolnunk, mely végsé soron szivelégtelenség kialakuldsdhoz vezethet. A
szivizomzat infarktust kovetd atépiilése mind a nekrotikus, mind az infarktus altal
kozvetleniil nem érintett bal kamrai szegmentumokat magaban foglalja, klinikailag a
sziviiregek kitagulasaban, bal kamra hipertrofidban és romlo szisztolés funkcioban
nyilvanul meg, de a pontos celluldris és molekularis mechanizmusok még nem teljesen
tisztazottak. Az infarktus akut szaka soran a szivizomsejtek apoptdzis és nekrozis utjan
elhalnak. A nekrotizalo teriilet nagysagat az iszkémias miokardium méretén kiviil egyéb
tényezOk is befolyasoljak, igy a prekondiciondlds mértéke vagy a kollateralis halozat

fejlettségi szintje [3].



A miokardium limitalt endogén regenerativ kapacitasdnak kdszonhetdéen az elhalt
teriileten heg képzddik. Az akut miokardialis izomvesztés kovetkeztében a neurohumoralis
rendszerek aktivacioja kovetkezik be. Mindez az akut szakban kompenzatorikus jellegii, a
perctérfogat fenntartdsa érdekében torténik, azonban hosszi tavon ezen folyamatok
patologias mértéket dltenek és hozzajarulnak a szivizomzat kéros atépiiléséhez. Infarktus
soran els6ként a szimpatikus idegrendszer aktivacidja figyelhetd meg, melynek pozitiv
inotrop ¢és kronotrép hatasai vannak. Ezzel hozzédjarul a perctérfogat fenntartasdhoz,
azonban ndveli a miokardium oxigénigényét, emellett a katekolaminok proarritmiés
hatasaval is szamolnunk kell. Hosszu tavon az elhtiz6do szimpatikotonia a fotalis
génexpresszid aktivalodasahoz, bal kamra hipertr6fidhoz, valamint fehérje oxidacidhoz,
koros foszforilacios mintazathoz és kontraktilis diszfunkciohoz vezet [4]. A koéros
szivizom-atépiiléshez hozzajarul még a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS)
fokozott miikddése is, mely vazokonstrikcio és folyadék retencid altal célozza a vérnyomas
fenntartasat, azonban hosszabb tavon ez a hatas is artalmas. Ezen feliil szamolnunk kell
még a natriuretikus pepidek és az endotelinek emelkedett szintjének kovetkezményeivel is
[3].

A neurohumoralis rendszerek aktivaciojan kiviil egyéb hatasokrol sem szabad
megfeledkezni [5]. A szivizomzatban a nekrozis intenziv gyulladasos reakciot indukal,
mely az adott teriileten granulocita infiltracioval és proteolitikus enzimek, valamint szabad
gyokok felszabadulasaval jar egyiitt. A gyulladasos folyamatok nélkiilozhetetlenek az
elhalt tormelék eltakaritdsadban és a megfeleld hegképzddésben, azonban a gyulladasos
sejtekbdl és egyeéb forrasokbol felszabaduld szabad gyokok tovabb karosithatjak a
kornyez6 struktarakat [6]. A proteolitikus enzimek aktivacidja és a kovetkezményes
fehérje-degradacio pedig az infarktusos teriilet expanziojat, esetleg bal kamrai ruptarat

eredményezhet.



Ezen valtozasok globalisan a sziv egészét érintve hatdrozzak meg az infarktus
kimenetelét, illetve a posztinfarktusos szivizom-atépiilés folyamatat. A hattérben a
miokardiumot felépité sejtekben, foként a szivizomsejtekben bekdvetkezé elvaltozasok
allnak, ugyanis a fentiek eredéjeként a talélé szivizomsejtek mitkddése adaptiv modon
megvaltozik [6]. Disszerticiom egy része a posztinfarktusos szivizomsejt-atépiilés
molekularis és cellularis elemeire koncentral. Ezen valtozasok egyarant érintik a Ca’*-
homeosztazis elemeit [7] és a kontraktilis rendszer miitkodését [8]. Ebben a munkaban a
kontraktilis rendszert érintd valtozasokat tanulményoztuk, melyek kovetkezményeinek
megértéséhez elengedhetetlen a kontraktilis rendszer felépitésének ¢s mitkddésének

ismerete.

1.2. A Kontraktilis rendszer felépitése

A bal kamrai miokardium felépitésében szamos sejttipus vesz részt, a sziv milkodése
szempontjabol legnagyobb jelentOséggel a szivizomsejtek birnak, melyek kontraktilis
funkciojuk révén biztositjdk a vérdramlast. Sziiletés utan mintegy 6x10° szivizomsejttel
rendelkeziink, melyek szama az élet soran csokken, az idds populacid esetén az eredeti
sejtszam mintegy egyharmadaval szamolhatunk [9].

A szivizomsejtek jellegzetes harantcsikolatot mutatnak a miofibrillumok
elrendezddésének koszonhetden. A szivizom funkcionalis €s morfologiai alapegysége a
miofilamentumokbol felépiild szarkomer, amelyet két Z-lemez hatarol (1. abra). Vékony és
vastag filamentumokat kiilonitiink el, melyek felépitésében szamos kontraktilis fehérje
vesz részt. A vékony filamentumok a Z-lemezhez kapcsolédnak a két szomszédos
szarkomer feldl, mig a vastag filamentumok az A-csiknak megfelelden helyezkednek el.

A vastag filamentumok zdmében miozinbol, kisebb részben egyéb fehérjékbdl
épiilnek fel. A miozin két, kb. 200 kDa molekulatomegli miozin nehéz lancbol (o-€s B-

MHC) és négy kisebb polipeptidbdl (miozin kdnnyti lancok, az esszencialis MLC-1 és a



regulatorikus MLC-2) épiil fel. A vastag filamentum felépitésében részt vesz még a

miozinkoté C-fehérje (MyBPC), mely stabilizalja a filamentumot és kiilonboz6 tipusu

modosulasainak szerepe van tobb korkép kialakulasaban.

A vékony filamentum legfontosabb alkotéeleme az aktin. A 43-48 kDa

molekulatomegli globuldris aktin monomerek polimerizacidoval hozzdk létre az aktin

filamentumot. Két egymas koré tekeredett aktin filamentum szolgaltatja a vékony

filamentumok véazat. Erre a kettds hélixre fonodik rd a tropomiozin, mely egyrészt

stabilizalja az aktint, masrészt pedig takarja az aktin miozink6té helyeit. A vékony

filamentum minden hetedik globularis aktin monomeréhez egy-egy troponin komplex (Tn)

kotddik (1. abra). A Tn harom kiilonb6z6 funkcidval rendelkezd alegységbdl all.

szivizomrost

vk oy
filamentum

Z-lemez

1. dbra A Kontraktilis rendszer
felépitése. A szivizomrostok
szivizomsejtekbil  épiilnek  fel. A
szivizomsejtek  alapegységét  a
vékony és vastag  kontraktilis
filamentumokbol felépiilé szarkomer
képezi. A szarkomer  Orids
molekuldaja, a titin  harmadik
filamentumkent — vesz  részt a
szarkomer kialakitasaban. A vékony
filamentum felépitésében az aktin, a
tropomiozin és a troponin komplex
tagjai, a troponin C (TnC), a
troponin I (Tnl) és a troponin T
(TnT) vesznek részt. A vastag
filamentumot tobbek kozétt a miozin
nehéz lanc (MHC), a miozin konnyii
lancok (MLC) és a miozinkoté C-
feherje (MyBPC) alkotjak. Opie, L.
H. (2004). Heart physiology from
cell ~to circulation alapjin
modositva.



A troponin C (TnC) a Ca?*-koté fehérje, mely Ca**-szenzorként mitkddve az aktin
¢és a miozin kolcsonhatasat [Caz+]-fljgg6 modon szabdlyozza, a troponin T (TnT) a
tropomiozint kotd egység, végiil a troponin I (Tnl) az aktin-miozin interakciot gatlo
struktara. A szivizomzat harmadik filamentumaként is emlitik a titint, mely a szivizomzat
oriasi fehérjéje. Komplex funkciokat tolt be a kontraktilis rendszerben, tobbek kozott
stabilizalja a miozin filamentumokat, masrészt molekuldris rugoéként miikddve fontos

szerepe van a szivizomsejtek passziv fesziilésének meghatarozasaban [9].

1.3. A kontrakcié mechanizmusa

A kontrakci6 alapjat az akcids potencial hatdsara a kamrai szivizomsejtek citoplazméjaba
bearamlé Ca®* képezi. A diasztolés 107 mol/l-es [Ca®*]ic az extracellularis térbél és
déntéen az intracellularis raktarakbol bearamlo Ca®* kovetkeztében 10° mol/l-es értékre
emelkedik az akcios potencial hatasara megnyild ioncsatornak kozremikodésével [9]. A
sejtekbe bearamld Ca?* a TnC-hez kotédve lehetvé teszi a vékony filamentumok vazat
alkoto aktin és a vastag filamentum miozinja k6zotti kapcsolat 1étrejottét. Az aktin-miozin
ciklikus interakcid 1ényege, hogy 1dérél-idore kereszthidak/keresztkotések alakulnak ki az
aktin és a miozin kozott, melynek eredményeként a vékony filamentumok becstisznak a
vastag filamentumok kozé (,.sliding”/csuszofilamentum mechanizmus), a szarkomer
kozepének iranyaba. Az aktin-miozin kapcsolat az adenozin-trifoszfat (ATP) hidrolizisébol
szarmazo kémiai energiat mechanikai munkéava konvertalja. Nyugalmi allapotban a miozin
adenozin-difoszfatot (ADP) és inorganikus foszfatot (P;) két. Amennyiben az [Ca?']ic
emelkedik, Ugy a vékony filamentumokon végbemend konformacios valtozdsok a
miozinfejek aktinhoz vald kapcsolodasat indukaljdk, az izom aktivalodik. A
keresztkotésekrdl ezt kdvetden disszocidl az ADP és az Pj, amit a miozinfej er6t generalo
konformécio-valtozasa kisér (,,power stroke”), ennek eredményeként a vékony €s vastag

filamentumok egymas f616tt elmozdulnak (,,sliding”), kezdetét veszi a rovidiilés. Az aktin



~~~~~~

intracellularis ATP koncentracidé csokkenésével jaro koros allapotokban (pl. hosszantartd
iszkémia soran) az ATP hiany kovetkeztében az aktin-miozin kapcsolat rogziilhet, mely a
szivizomzatban rigoros tonusfokozodast eredményezhet. Az ATP-kotés hatasara csokken
tehat (dtmenetileg) a miozin affinitisa a Ca®*-ot kotott vékony filamentum irant. A miozin
ezutan ismét hasitja az ATP-t. Az ebbdl szarmazo energia azonban nem szabadul fel
kozvetleniil, ahhoz a miozinnak ismét az aktinhoz (rendszerint ujabb kotohelyen) kell
kapcsolédnia. Az ajbdl 1étrejévd kapcsolat teszi teljessé a ciklust, mely - ha az [Ca*]ic
tovabbra is magas - a fenti 1épések ismétlddésével folytatodik. Ep metabolikus viszonyok
mellett a rovidiilés addig tart, amig az [Ca®']ic ismét alacsony szintre nem siillyed [9].
Ujabb vizsgalatok alapjan szamos kozti 1épéssel szamolhatunk még, melynek

ismertetésétdl a disszertacioban eltekintek.

1.4. A kontraktilis erdo Ca2+-fiiggése és annak meghatarozasa

Az sszehuzoddas erejét elsésorban a Ca?* szabalyozza. A sziv miofibrillaris struktarai altal
generalt kontraktilis er6t és annak Ca2+-ﬁ’1ggését gyakran membranrendszeriiktol
megfosztott, un. permeabilizalt szivizomsejteken tanulméanyozzdk izometrids Ca®*-
kontraktara kialakuldsa soran. Intakt szivizomsejteken mindez akadéalyokba iitkozik, ami
az [Ca?']; folyamatos és gyors véltozasabol, valamint az [Ca?'ic mérésének nehézségeibél
adddik. Ezzel szemben a permeabilizalt prepardtumok mioplazmatikus terében a szabad
[Ca2+] szabalyozhatd, a kialakult erd pedig kontrollalt szarkomerhosszak mellett
egyidejiileg mérhetd. Amennyiben az erdértékeket a Ca**-koncentrécio fliggvényben
tiintetjiik fel, ugy jellegzetes szigmoid lefutdsu gérbét kapunk (Ca2+-er6 Osszefiiggés vagy
Ca2+—érzékenységi gorbe). A [Ca2+] kifejezésére rendszerint a molaris érték tizes alapu
logaritmuséanak -1-szeresét alkalmazzuk (-Ioglo[Ca2+] = pCa), igy pCa-erd Osszefiiggésrol

i1s beszélhetiink. A szigmoid lefutdsa gorbe az Un. Hill-egyenlettel illeszthetd, mely a



kontraktilis rendszer altal generalt erd Ca2+-ﬁiggésének legfontosabb kvantitativ értékeit
tartalmazza, igy az un. Hill-koefficienst (nHill) és a félmaximalis eré kifejlédéséhez
sziikséges Ca®'-koncentraciot (pCasg). Az nHill a szigmoid gdrbe meredekségére, és
egyuttal a kontraktilis rendszeren beliili kooperativitas mértékére jellemzd adat. A pCasp
értéke a TnC Ca®* iranti affinitdsdnak fliggvénye, ez a paraméter a kontraktilis
fehérjerendszer Ca®* iranti érzékenységét dnmagaban jellemzi. A kontraktilis rendszer
Ca2+-érzékenysége nagyban fiigg a szarkomerhossztol, az tgynevezett hosszfiiggd Ca’*-
érzékenyités képezi a Frank-Starling mechanizmus alapjat. A szivizomsejtek nyujtasa, azaz
a szakomerhossz novelés hatasara fokozodik a TnC Ca**-érzékenysége és
kovetkezményesen a kontrakcids erd. Ezen feliil szdmos tényezd és allapot befolyasolja
még a kontraktilis rendszer Ca2+-érzékenységét. Jelen munkéban a posztinfarktusos

eltérésekre és az oxidativ stressz kontraktilis hatasaira 6sszpontositottunk.

1.5. A kontraktilis rendszer posztinfarktusos remodellacioja

A szivinfarktust kdvetd miofilamentaris valtozasokrol szdmos tanulmény latott napvilagot
az utdbbi években. A kontraktilis rendszer miikodését jellemzd paraméterek koziil a
kontraktilis rendszer Ca®'-érzékenysége keriilt leginkabb a figyelem kozéppontjaba,
melyrél még jelenleg is ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre. Tobb munkacsoport
eredményei arra utalnak, hogy szivinfarktus utin nem valtozik a Ca’’-érzékenység [10,
11]. Ezzel szemben de Tombe és munkatarsai alacsonyabb Ca®*-érzékenységet mutattak ki
[12] patkanyokban 32-36 héttel az infarktust kovetéen. Masok a Ca?*-érzékenység
konzekvens novekedésérdl szamoltak be [8, 13], igy példaul van der Velden
munkacsoportja 3 héttel az infarktus utin egy sertésmodellen mutatta ki a Ca®'-
érzékenység fokozodasat. Az irodalmi adatokat a Ca’*-érzékenység posztinfarktusos

valtozasairol tablazat formajaban tiintettem fel (1. tablazat).



A Ca2+—érzékenység valtozéasanak hatterében a miofilamentumokat felépitd fehérjék
poszttranszlaciés modosulasai allnak [8, 14, 15]. A szivinfarktus lezajlasat kovetéen a
perctérfogat fenntartasa érdekében tartosan aktivalodd neurohumoralis rendszerek (RAAS
és a szimpatikus idegrendszer medialta B-adrenerg stimulacio) hatidsara megvaltozik a
fehérjék foszforilacidja [4]. A tartdos szimpatikus aktivacid kovetkeztében a
szivizomsejtekben B-adrenerg downregulacio jon létre, mely a protein kinaz A (PKA)
medialta csokkent miofilamentaris fehérje foszforilacioban nyilvanul meg [13, 16-19]. A
fokozott RAAS aktivacidhoz kothetdé megndvekedett protein kinaz C (PKC)-fiiggd

foszforilacio szerepe szintén megerdsitést nyert [20].

kisérleti AMI é6ta eltelt mintavételezés |Ca’*-érzékenység .
i modell 1 e e referencia
allat idé helye valtozas iranya
nem infarceralt
koronaria szeptalis és bal .
tka 32-36 hét . Belin, 2006
patiatly ligacié ¢ kamra szabad fali l
miokardium
k ari .
patkany oronand 24 hét jobb kamra ! de Tombe, 1996
ligacio
ki ari inf: 4lt bal
patkany oronatia 14 hét riem iareeratt ba PN Cazorla, 2005
ligacio kamrai miokardium
k ari . .
patkany O.ro,n ?r,la 12 hét jobb kamra <~ Daniels, 2001
ligaciod
k ari . .
patkany O.ro,n ?r,la 12 és 28 hét jobb kamra > Daniels, 2007
ligacio
1 6ra koronaria tavoli, nem
egér ligacio és 24 24 6ra infarceralt bal > Rao, 2007
ora reperfizié kamrai miokardium
. tavoli,
. koronaria ) . avol ,nem van der Velden,
sertés ., 3 hét infarceralt bal T
ligacio . . 2004
kamrai miokardium
ki ari inf: 4lt bal
sertés O,ro,n ?r,la 3 hét riem miarceratt ba T Duncker, 2009
ligacio kamrai miokardium

1.tdbldzat Irodalmi adatok dsszefoglalisa a Ca® érzékenység posztinfarktusos viltozdsairdl.

A foszforilacidos hatasokon kiviil az oxidativ eredetli poszttranszlacios fehérje
modosulasoknak is kiemelkedd jelent6sége van a kontraktilis rendszer miikodésének
szabalyozasaban [21-24]. Az aktin és a tropomiozin karbonilacidjat és szulfhidril (SH)

csoportjainak oxidaciojat talaltak iszkémiat kovetéen patkany bal kamraban [25], illetve a
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tropomiozin SH oxidacidjat kimutattak sertés ¢és kutya szivekben koronaria
mikroembolizaciot kovetéen [14]. Ezen feliil a tropomiozin SH oxidacidjat dsszefliggésbe
hoztdk a kontraktilis diszfunkcid6 mértékével is a sertés modellben. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy az oxidativ karosodas, ha csak részben is, de felelds lehet a posztinfarktusos
miokardidlis funkciéromlésért.

Mig az iszkémia kozvetlen hatdsai az infarceralodott teriiletre korlatozodnak, a
szivizomzat atépiilése az iszkémia altal kdzvetleniil nem érintett teriileten is fellelhetd [6,
26]. Az azonban nem tisztazott, hogy a fent részletezett neurohumoralis és oxidativ hatasok
egyforman érvényesiilnek-e a bal kamra kiilonb6z6 teriiletein, beleértve az elzarddott ér
ellatasi teriiletén tuléld szivizomzatot is. Kisérleteink soran tobbek kozott erre a kérdésre is

valaszt kerestink.

1.6.  Szabad gyokok és oxidativ stressz

Az oxidativ stressz a reaktiv oxigén/nitrogén szabad gyokok (ROS/RNS) és az antioxidans
mechanizmusok kozotti egyensily megbomlasaval jellemezhetd allapot, mely szerepet
jatszik tobb kardiovaszkularis korkép kialakulasaban, igy a szivelégtelenség [27, 28] vagy
a posztinfarktusos remodellacio folyamataban [5]. A szabad gyokok f6 forrasat a
kardiovaszkularis rendszerben a mitokondridlis 1égzési lanc jelenti, emellett
nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat-oxidazok (NADPH oxidazok), a xantin-oxidaz,
nitrogén-monoxid szintetdz, a mieloperoxidaz és a lipoxigendzok is jelentés mennyiségl
szabad gyok termeléséért felelések [29]. Mig fizioldgias koriilmények kdzott enzimatikus
¢s nem-enzimatikus antioxidans rendszerek ellensulyozzak a ROS/RNS kéros hatasait, az
oxidativ stresszallapotokat az antioxiddnsokkal szembeni ROS/RNS tulsuly jellemzi. Az
oxigén alapi szabad gyokok az oxigén inkomplett redukcidja kapcsan jonnek létre. A
sejtben  keletkez0 ROS kozott tartjuk  szadmon a rovid féléletideji, nem

membranpermeabilis szuperoxid gyokot (Oz7), melybdl szuperoxid-dizmutaz hatasara
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hidrogén-peroxid (H,0;) keletkezik. A H,O, egy sokkal stabilabb molekula,
membranpermedbilis és fontos résztvevdje a cellularis redox homeosztazisnak. Katalaz és
glutation-peroxidaz kozremiikodésével ko6zombosithetd, végeredményben viz képzddik
beldle. Fémionok jelenlétében azonban a H,O, a Fenton-reakcié soran hidroxil gyokké
(OHe) alakul (2. abra). A szabad gyokok kozott ez utdbbi a legreaktivabb, ezaltal a
legsulyosabb karosodast képes létrehozni. A nitrogén szabad gyokok koziil kiemelendd a
nitrogén-monoxid (NOs), melybdl O, jelenlétében egy ijabb szabad gyok, a peroxinitrit
(ONOOQO") keletkezik. Ezen feliil meg kell még emliteni a micloperoxidaz enzim altal
termelt hipoklorossavat, amely szintén egy igen potens oxidativ agens [29].

Ezek a szabad gyokok fizioldgias koriilmények kozott is keletkeznek, sét, szamos
fehérje és szignalizacios utvonal miikodését befolyasoljak a kardiovaszkuléris rendszerben.

Tobbek kozott hatassal vannak protein foszfatazok és kinazok miikodésére, befolydsoljak

crer

oxigén szuperoxid hidrogén-peroxid hidroxil gyok
02 02.- 202 Fe2+ Fe3+ OHe

-O:0- — O O :> H: O O H

EAN Fenton-reakcio

katalaz
GPx
VIZ

H=Q=H

2. abra A reaktiv oxigén szabad gyokok (ROS). A ROS olyan oxigén alapu molekuldk, melyek
kiilsé elektronhéjukon parositatlan elektront tartalmaznak. Az oxigénbdl keletkezik a relative Kis
reakcioképességii szuperoxid anion, melybdl a szuperoxid-dizmutdz (SOD) hatdsara hidrogén-
peroxid (H,0,) képzddik. Ez utobbi nem rendelkezik parositatlan elektronnal, fokozott reaktivitisa
miatt mégis a ROS kézé soroljak. A H,Ox-t a katalaz és a glutation peroxidaz (GPx) semlegesiti,
mig vas jelenlétében a H,O,-bol a Fenton-reakcio soran keletkezik a legreaktivabb ROS, a hidroxil
gyok. www.biotek.com alapjan modositva
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Ezaltal a vazoregulacio, a sejtnovekedés, a programozott sejthalal, valamint az iszkémids
prekondicionalds fontos mediatorai. Tovabba kulcsszereplik van az immunvalaszban, a
patogének elleni kiizdelemben [30].

Oxidativ stresszallapotokban azonban a tulstlyba keriil6 szabad gyokok karositjak
a sejteket felépitd nukleinsavakat, lipideket, illetve fehérjéket. A nukleinsavak roncsolasa
révén a mutagenezis, a karcinogenezis és az oregedés folyamatanak mediatorai. A lipidek
koziil a foszfolipidek kiilondsen érzékenyek az oxidacidra, a lipidperoxidacié fontos
termékei a malondialdehid ¢és a 4-hidroxi-2-nonenal. A fehérjék oxidacidja az aminosavak
oxidacidjan keresztlil jon létre, melyek kozil a cisztein és a metionin kiilléndsen
érzékenyek az oxidativ hatasokra [30].

A kardiovaszkuléris rendszerben a kontraktilis fehérjék érintettsége strukturalis és
funkcionalis valtozasokon keresztiil szisztolés vagy diasztolés diszfunkcidhoz vezet. Az
oxidativ hatds egyrészt kozvetleniil érintheti a fehérjéket, masrészt pedig a kontraktilis
rendszer miikodésének szabalyozasaban részt vevd enzimek oxidacidja révén vezethet a
proteinek koros miikddéséhez [31]. A kontraktilis fehérjék kozil a teljesség igénye nélkiil
kiemelend6 az MHC, MLC-1, MLC-2, MyBPC, az aktin, az alfa-aktinin vagy a titin
érintettsége, melyek eredményeként megvaltozhat a miozin ATP-az aktivitdsa, a
kontraktilis erégeneralas, a relaxdcid folyamata, protein aggregatumok johetnek Iétre,
végsd soron az oxidacid a szarkomer struktira megbomlasahoz, fehérje degradaciohoz,
kontraktilis diszfunkciohoz vezet [32]. A szabad gyokok ezen feliil kiilonb6z6 ROS-
szenzitiv enzimek, jorészt kinazok (pl.: protein kindz A, C, D, Ca®*/kalmodulin-dependens
protein kinaz II) milkodését is szabalyozzak [31], befolyasolva ezzel ezen enzimek

targetjeinek funkciojat.

13



1.7.  Fehérje karbonilacio

A fehérje oxidacid kovetkeztében kiilonbozo tipust modosulasok johetnek létre, mint a
tirozin nitracio, SH oxidacid, glutationilacié vagy a karbonilacio [31]. A sulyos oxidativ
stressz ¢s az oxidativ karosodas okozta fehérje diszfunkcid egyik igen gyakran hasznalt
biomarkere a fehérje karbonilacidé [33]. A karbonilacidé egy olyan irreverzibilis oxidativ
modosulds, mely abban az esetben jon létre, ha reaktiv aldehid vagy keton csoportok
kotddnek a fehérjéket felépit6 aminosavakhoz [34]. Primer karbonilacio fém-katalizalt
oxidacio soran jon létre, mely a prolin, lizin, arginin és treonin aminosavakat érinti [35],
mig a szekunder karbonilécio reaktiv lipid aldehidek fehérjékhez torténd kotddését jelenti
[36, 37]. A fém-katalizalt oxidacio vas(ll) és H,O, kozremiikodésével jon l1étre a Fenton-
reakcio soran, mely OHe képz6dését eredményezi [38, 39]. Ez a kémiai reakcio széles
korben elterjedt a fehérje karbonilacio in vitro koriilmények kozotti kivitelezésére és
vizsgalatara [40]. Fiziologias koriilmények kozott szabad vas gyakorlatilag nincs sem a
szérumban, sem pedig az intracelluléris térben, ugyanis fehérjékhez kotott formaban van
jelen. Patologias koriilmények kozott, példaul iszkémia hatasara azonban szabad vas
szabadulhat fel, és HyO-dal reagalva OHe képzddését indukalja [38]. Ezt tamasztjak ala
azok az adatok is, melyek a szerint a vaskelator dezferroxamin vagy a hidroxil gyok-kotd
dimetiltiourea protektiv hatastiak, ugyanis ezek a vegyiiletek a Fenton-reakciot vagy annak
végtermékét gatoljak [38].

A fehérjék karbonilacidja egyrészt modosithatja az érintett fehérje funkcidjat,
fehérje-degradaciot indukalhat, valamint szignalizacids folyamatokat is befolyasolhat [36].
Ez utébbi soran antioxidans (pl.: glutation-S-transzferaz), valamint proinflammatorikus
karbonilaci6 jelentdségét mutatja, hogy szerepe van szamos korkép kialakuldsaban.

Jelentésen emelkedett karbonilaciét mutattak ki miokardidlis infarktuson datesett és

14



halmozott kardiovaszkularis rizikdfaktorokkal rendelkezd betegek szérum fehérjéiben, az
elobbi csoportban pozitiv korrelacid volt megfigyelheté a karbonil csoport tartalom ¢€s a
nekroenzim kiaramlas, azaz a sejtkarosodas mértéke kozott [41]. Szivsebészeti
beavatkozasokhoz is kotheté a karbonil csoportok fokozott képzddése [42], s6t ujabb
kardioplégias oldatok kifejlesztése kapcsan egy f6 szempont az extra- ¢és intracellularis
vaskelatorok egyiittes alkalmazasa a Fenton-reakcid kivédése céljabol [43]. Kimutattak a
MHC karbonilaciojat és a fehérje kovetkezményes csokkent aktivaciojat diabéteszes
kardiomiopatiaban [44]. Tobb munkacsoport is beszamolt az aktin és a tropomiozin
iszkémia/reperfiizié indukalta karbonilacidjardl, mely dsszefiiggést mutatott a bal kamra
diszfunkcio mértékével kiillonbozé modellekben [14, 25, 45]. Ezen két fehérje fokozott
karboniléciojat mutattadk ki szivelégtelen betegek bal kamrai biopszids mintdiban is, sot
szignifikans korrelaciot talaltak az oxidativ karosodas és a kontraktilis diszfunkciéo mértéke
kozott [46]. Arrol azonban kevés informacio all rendelkezésre, hogy miként modulalja a

fehérje karbonilacié a kontraktilis rendszer miikodését a szivizomsejtekben.

15



2. Célkitiizések

Kisérleteink soran a kovetkezd célkitlizéseket tettiik:

1. Megvizsgélni a kontraktilis fehérjék karbonilacidjanak funkcionalis hatésait a
human permeabilizalt szivizomsejtek kontraktilis rendszerének miikddésére.

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

3. Tanulmanyozni a fehérje karbonilacido részvételét a miokardium remodellacio

folyamatéban.
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3. Metodikak

3.1. Szivizommintak

3.1.1. Human egészséges donor szivizommintdak

A huméan bal kamrai szivizommintak transzplantacié soran fel nem hasznalt donor
szivekbol szarmaztak (41 és 46 éves n6, 53 és 57 éves férfi). A donorok agyi aneurizma
ruptara ¢€s vérzéses stroke kovetkeztében haldloztak el, kardidlis betegségre utalo leleteik,
tineteik nem voltak. A szivek eltdvolitasat megel6zéen rovid ideig tartd6 dopamin,
noradrenalin és mannizol kivételével egyéb terdpidban nem részesiiltek. A
szivizommintakat felhasznaldsig -80°C-on taroltuk. A humén szivizommintadkon végzett
kisérleteink a Helsinki Deklaracioban foglaltaknak teljes mértékben megfeleltek ¢és a

Magyar Egészségiigyi Minisztérium altal jovahagyottak (No. 323-8/2005-1018EKU).
3.1.2. A miokardialis infarktus egérmodellje

3.1.2.1. Experimentalis szivinfarktus kialakitasa

Az infarktusos egérmodell kialakitasa osztrak kollaboracios laboratoriumban valdsult meg.
30 db, 16 hetes OF-1 néstény egéren (Division of Laboratory Animal Science and
Genetics, Core Unit of Biomedical Research, Medical University of Vienna, Himberg,
Ausztria; testsuly: 32,9+0,5 g) intraperitonealis (i.p.) ketamin (100 mg/kg) és xilazin (12
mg/kg) alkalmazasaval bevezetett altalanos anesztéziaban invaziv lélegeztetés (HSE
Minivent; Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Németorszag) mellett bal oldali
thoracotomiat végeztiink. A perikardium megnyitasat kovetden a bal eliilsé leszallo
koronaria artériat (LAD) lekotottiik, majd a mellkast zartuk (MI, n=25). A posztoperativ
iddszakban fajdalomcsillapitd kezelést (buprenorfin, 0,1 mg/kg, ivovizben) alkalmaztunk.
Aloperélt egészséges egerek szolgaltak kontroll csoportként (n=5). Az allatkisérletek a

Bécsi Orvostudomanyi Egyetem etikai iranyelvei alapjan valosultak meg (etikai engedély
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szama: GZ: 66.009/0173-11/10b/2009). A 10 hetes kovetési iddszakot 10 infarktuson atesett
egér élte tul (10/25), a posztoperativ mortalitas ebbdl kalkulalva 60% volt. A Korai
operativ, els¢ 48 orads mortalitds 44% volt (11/25), majd tovabbi 4 egér pusztult el a
ligaciot kovetd 48 ora és egy hét kozott (16%). A kontroll allatok mindegyike talélte a 10

hetes periddust.

3.1.2.2. Szivultrahang

A sebészeti beavatkozast kovetd tizedik héten szivultrahang vizsgalatot (Vevo 770,
RMV707B; Visualsonics, Torontd, Kanada) végeztiink altalanos anesztéziaban (100 mg/kg
ketamin, 12 mg/kg xilazin i.p.). A papillaris izmok szintjében felvett paraszternalis rovid

tengelyi metszeteken megmértiik a szisztolés és diasztolés bal kamrai atméréket, melyek

crer

3.1.2.3. Az infarktus méretének becslése

Altatott kisérleti allatokbol (100 mg/kg ketamin és 12 mg/kg xilazin i.p.) a dobogo sziveket
eltavolitottuk, jéghideg (4 °C) Krebs-Henseleit-oldatban [118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 2,5
mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4, 1,2 mM K;HPO,; 0,5 mM etilén-diamin-tetraecetsav
(EDTA), 25 mM NaHCOs3, 11,1 mM gliikkéz; Merck, Darmstadt, Németorszag] mostuk,
tomegliket megmértiik. A szivek egy részét 4%-os formaldehidben fixaltuk a szovettani
vizsgélatokhoz, mig masik részét a molekularis esszékhez és az izometrias erdmérésekhez
elokészitve tobb részre osztottuk: elsdként a nagy ereket, illetve a pitvarokat kiilonitettiik
el, ezt kdvetden a jobb kamrat, majd a bal kamra infarktusos teriiletét szeparaltuk az
infarktus altal nem érintett, inferior szegmentumtol. A mintdkat folyékony nitrogénben
fagyasztottuk és felhasznalasig —80°C-on taroltuk. Az infarktus altal érintett teriilet
nagysagat Pfeffer szerint Masson-trikrom festett bal kamrai metszeteken hataroztuk meg
[47]. Roviden, a formalin-fixalt sziveket paraffinba agyaztuk és mikrotom segitségével 4

um-es metszeteket készitettiink. A bazistdl a csucsig 6t metszeten Masson-féle trikrém
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festést alkalmaztunk. Image J szoftver (Image J, National Institute of Health, USA)
segitségével megmértiik a bal kamra keriiletét és kalkulaltuk a total bal kamrai kertiletet.
Az infarktus méretének meghatdrozasahoz az infarktus 6t metszetben mért hosszat a teljes

bal kamrai keriilet szazalékaban adtuk meg.

3.2.  Invitro fehérje karbonilacio Fenton-reakcidval

In vitro fehérje karbonilaciot Fenton reakcioval idéztiink el6. Az izolalt, permeabilizalt
szivizomsejteket Fenton-reagens (relaxal6 oldatban 50 uM FeSO,4, 6 mM aszkorbinsav és
human mintak esetében 0-10° uM, egér szivizomsejteken 1,5 mM H,0,) jelenlétében
inkubaltuk 7 percig szobahdmérsékleten, a mechanikai és a biokémiai kisérletek soran
egyarant. Az esetleges SH oxidacios hatasok kikiiszobolése érdekében a mintak egy részét
10 mM ditiotreitollal (DTT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kezeltiik, mely SH-
reagensként az oxidalt SH-csoportokat redukélja. A mechanikai mérések soran tovabbi

kombinalt kezeléseket is alkalmaztunk.

3.3.  Fehérje karbonilacio kimutatasa oxyblot médszerrel

A fehérje karbonilacidé kimutatasara preformalt gyari kitet (OxyBlot Protein Oxidation
Detection Kit, Millipore, Billerica, MA, USA) hasznaltunk. Maodositott RIPA
[radioimmunoassay; pH=8, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% Igepal, 0,5% natrium
deoxikolat, 6% natrium-dodecilszulfat (SDS), 1% protedz inhibitor koktél; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA] oldat segitségével -elOkészitett fehérje homogenizatumok
derivatizaltuk, mely soran a fehérjeoldatokat dinitrofenilhidrazin (DNPH) és 12%-0s SDS
jelenlétében 15 percig inkubaltuk szobahdémérsékleten, majd neutralizalé oldat és -
merkaptoetanol hozzdadasaval allitottuk le a reakciot. A DNPH egy 4 nitrogén atomot

tartalmazd, ciklusos aromas benzolgytiriis vegyiilet, mely kémiai reakcioba 1ép a fehérjék
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karbonil csoportjaival, melynek sordn hidrazonkotés jon I1étre, igy azok specifikus
jelolésére alkalmas. A derivatizalt fehérjéket gélelektroforézist kdvetden nitrocelluldz
membranra transzferaltuk, majd a gyari kitben talalhato dinitrofenilhidrazon-ellenes és
peroxidazzal kapcsolt specifikus szekunder antitestekkel jeloltik. A karbonilacio-
specifikus antitestek eltavolitasat kovetéen a membranokat anti-aktin (DAKO A/S,
Glostrup, Denmark; higitas: 1:1000 PBST-ben), anti-a-aktinin (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA; higitas: 1:10000 PBST-ben) és anti-MHC (Developmental Studies Hybridoma
Bank, Iowa City, 1A, USA; higitas: 1:10000 PBST-ben), valamint peroxidaz enzimmel
konjugalt masodlagos antitestekkel (anti-egér POD; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
higitas: 1:20000 PBST-ben) jeloltik. Kemilumineszcens (ECL) modszerrel ¢és
autoradiografiaval tettilk lathatova a jeleket, melyek intenzitdsat Image J szoftver
segitségével szamszerlsitettilk. A karbonilacié mértékét a fehérjék mennyiségére
normalizaltuk és karbonildcios indexként fejeztiik ki, ahol a kontroll mintdk karbonildcios

indexét 1-nek tekintettiik.

3.4. SH oxidacié vizsgalata

3.4.1. Ellman-reakcio
A human szivizommintakon végzett kisérletek sordn az SH oxidacié mértékét Ellman-

reakcioval hataroztuk meg. A permeabilizalt szivizomsejtek egy részét novekvé H,O;

crer

2,2’-ditio-dipiridinnel (DTDP; 2,5 mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és DTT-vel
(10 mM) kezelt mintak szolgaltak. A mintakat a kezeléseket kovetéen SH-specifikus
Ellman-reagens [5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesav); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA]
jelenlétében inkubaltuk (15 perc, szobahd). A reagens a redukélt SH csoportokhoz kétddve
sarga szinli terméket eredményez. Az oldatok abszorbanciajat 405 nm-en Novostar
microplate reader-en mértilkk és aranyosnak tekintettik a mintdk SH tartalmaval.
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Standardként ismert SH tartalma N-acetil-cisztein-sorbol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
bicinkoninsavas (BCA) modszerrel hataroztuk meg borju szérum albumint (BSA)
hasznalva standardként. Az egyes mintak relativ SH tartalmat 1 mg fehérjére vonatkoztatva

adtuk meg. Az Ellman-reakciot minden minta esetében haromszor ismételtiik.

3.4.2. SH-specifikus biotinilacio és Western immunoblot

Az infarktusos egérmodell kapcsan a mintak korlatozott mennyiségére valo tekintettel mas
modszert alkalmaztunk az SH oxidéaci6 vizsgéalatara. RIPA oldatot hasznaltunk a fehérje-
homogenizatum készitéséhez. A fehérjeoldatokat két részre osztottuk: az egyik felét 10
mM DTT-vel kezeltiik (30 perc), mig a mésik rész kontrollként szolgalt. A DTT kezelés az
SH csoportok redukcidjat célozta, mig a kontroll csoport a kiillonb6zd helyrdl szarmazo
mintdk alap SH oxidacios statuszanak feltérképezésére szolgalt. Az SH szignal
detektalasasra megfelelé koriilmények kozotti biotinilaciot [dimetil-formamidban oldott
biotin:  (+)-biotinyliodoacetamidyl-3,6-dioxaoctanediamine;  Pierce  Biotechnology,
Rockford, IL, USA; 90 perc, 37 °C, sotétben], gélelektroforézist, majd blottolast kdvetden
streptavidin-peroxidaz rendszert (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Suffolk, UK;
higitas: 1:100000 PBST-ben) alkalmaztunk. A fehérje mennyiséget az eldz6 rendszer
eltavolitasat kovetden anti-aktin antitesttel (DAKO A/S, Glostrup, Denmark; higités:
1:1000 PBST-ben) ¢és megfelel6 masodlagos antitesttel (anti-egér POD; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA; higitas: 1:20000 PBST-ben) detektaltuk. Az aktin mennyiségére
normalizalva a relativ SH tartalmat fejeztiik ki, ahol a DTT-vel kezelt mintdk oxidéaciojat

100%-nak tekintettiik.

3.5.  Kardialis Tnl foszforilacios statuszanak vizsgalata
A kisérletekhez haszndlt fehérje homogenizatumok eldkészitése a fentiekhez hasonldan
RIPA oldat felhasznalasaval tortént. A fehérjeoldatot azonos mennyiségli 2x SDS
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mintapufferben (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 percig foztiik. Gélelektroforézist
kovetden a fehérjéket nitrocellulbz membranra transzferaltuk, melyeket a szerin 22/23-as
helyen (S22/23) vagy a treonin 143-as helyen (T143) foszforilalt kardialis Tnl ellenes
antitestekkel [Abcam, Cambridge, UK; anti-P5?52*.Tnl, higitas: 1:1000 0,1% Tween-20-
tartalmt foszfat pufferben (PBST); anti-P™**-Tnl, higitas: 1:500 PBST-ben] jeloltik. A
szignalokat tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos antitest (anti-nyul; Millipore,
Billerica, MA, USA; higitas: 1:300 PBST-ben) segitségével detektaltuk. A fenti
antitesteket a membranrdl eltdvolitva, a fehérjéket foszforilaciotol fiiggetlen kardidlis Tnl
ellenes (Clone 19C7; Hytest Ltd., Finland; higitas: 1:10000 PBST-ben) és peroxidaz
konjugalt masodlagos antitestekkel (anti-egér; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
higitas: 1:20000 PBST-ben) jeloltik. Kemilumineszcens (ECL) modszerrel ¢és
autoradiografiaval tettilk lathatova a jeleket, melyek intenzitdsat Image J szoftver
segitségével szamszerlsitettilk. Egy normalizacids 1€pést kovetden a relativ fehérje

foszforilaciot abrazoltuk, a kontroll csoport foszforilacidjat 100%-nak tekintettik.

3.6. Rekombinans troponin komplexek karbonilicioja

Foszforilalt (TnI-P) és nem foszforilalt Tnl-t (Tnl), TnC-t és TnT-t tartalmazé human
rekombinans Tn komplexeket Fenton-kezelésnek vetettiink ala a fentiecknek megfeleléen
azzal a céllal, hogy megvizsgaljuk, hogy a Tnl foszforilaciés allapota befolyasolja-e a Tn
komplex fehérjéinek karbonilacojat. A Tnl foszforilacios statuszat foszforilacio-specifikus
antitestekkel igazoltuk (Abcam, Cambridge, UK; anti-P%?52%-Tnl, higitas: 1:1000 PBST-
ben). A komplex fehérjéinek karbonilacidjat oxyblot esszével vizsgaltuk, a fehérjék
mennyiségét Sypro ruby festéssel (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) hataroztuk

meg. Normalizacidt kdvetden a fehérjék karbonilacids indexeit hasonlitottuk dssze.
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3.7.  Izometrias er6mérések permeabilizalt szivizomsejt preparatumokon

A human ¢és egér szivekbdl szarmazd szivizomsejtek kontraktilis funkciojanak vizsgélatara
azonos modszert alkalmaztunk. Izometrids erémérés soran a kontraktilis rendszer
miikodését jellemzd paramétereket mértiik, igy a Ca®*-aktivalta aktiv erét (Fuws), @ Ca'-
fiiggetlen passziv er6t (Fpasszv), @ kontraktilis rendszer Ca®*-érzékenységét (pCaso), az
aktin-miozin ciklus sebességét (Kimax). Az erémérés soran hasznalt oldatok mindegyike
proteaz inhibitorokat [0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 40 uM leupeptin és 10
uM E-64] tartalmazott. Az eléz6leg elokészitett, fagyasztott bal kamrai szovetdarabokat
izolalo oldatban [pH=7,0; 1 mM MgCl,, 100 mM KCI, 2 mM etilén-glikol-tetraecetsav
(EGTA), 4 mM ATP, 10 mM imidazol] olvasztottuk fel, majd mechanikai izolaciot
kovetden a szivizomsejteket 0,5%-0s triton X-100 detergens segitségével permeabilizaltuk.
Ennek eredményeként a sejtek membranrendszerei atjarhatova valtak (,,kémiailag nyuzott”
szivizomsejtek), biztositva a kontraktilis funkciok kontrollalt intracellularis koriilmények
kozotti  vizsgalatanak  lehetOségét. Az egyedi  szivizomsejteket — mechanikai
mérdrendszerhez rogzitettiik két rovartli segitségével, melyek egy erdémérdhdz (SensoNor,
Horten, Norvégia) és egy elektromagneses motorhoz (Aurora Scientific Inc., Aurora,
Kanada) voltak csatolva. A kivant, 1,9 vagy 2,3 pum-es szarkomerhossz (SL) beallitasat
kovetden ismételt aktivacios-relaxacios ciklusokat alkalmaztunk. A kisérleteket 15 °C-on
végeztiik a permeabilizalt prepardtumok stabilitisanak megorzése ¢érdekében. A
mérérendszerhez rogzitett szivizomsejtet Ca**-mentes relaxalo oldatbol (pH=7,2; 10 mM
BES; 37,11 mM KCI; 6,42 mM MgCl,; 7 mM EGTA,; 6,94 mM ATP; 15 mM Kreatin-
foszfat) Ca’'-tartalmi aktivalo oldatba (Ssszetétele a relaxalo oldatéval egyezd, EGTA
helyett Ca-EGTA-t tartalmaz) mozgattuk, melynek eredményeként Ca’*-kontraktirakat

crcr

egységekben fejeztik ki (-logi[Ca?]=pCa). A Ca’*-kontraktira kialakuldsa soran
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megfigyelhetjiik, hogy a passziv elofeszitettségi allapotbdl indulva az izomerd
folyamatosan fejlodik ki egy kozel allando, ,,steady-state” csucs er6érték eléréséig. A csucs
er6 kialakuldsa utan a prepardtum hosszat igen gyorsan (néhany ms-on beliil)
megvaltoztatva (rovidités majd nyujtas, ,,release-restretch”) elérhet6 az aktin-miozin hidak
atmeneti felszakadasa. Kovetkezményesen az izomer6 elészor megsziinik (Fiota), Majd a
ca* jelenléte miatt igen gyorsan Gjrageneralddik. Az erd ujrakeletkezésének iddbelisége
egy exponencialis fliggvénnyel illeszthetd, melynek id6allandoja alkalmas az aktin-miozin
ciklussebesség (ki max) becslésére. A sejten Ca’*-mentes kornyezetben egy kevésbé gyors

hosszvaltoztatast eszkozolve a Fpue-n mérhetd. Az Fuun a totdl és a passziv erdk

kiilonbségébdl adodik (3. abra).

aktivalo oldat P relaxalo oldat

K

N
v

~ 7

passziv

5 sec

3. dbra Maximdlis Ca®'-kontraktirdt reprezentilé regisztratum. Az egyedi Ca’'-kontraktira
sordn a szivizomsejtet Ca?*-tartalmii kozegbe mozgatva izometrids eré generdlodik. A maximdlis
,Steady state” erdeérték elérése utan, egy gyors 'release-restretch" mandver szolgal az eré-
regenerdlodas sebességi dllandojanak (Kymax) meghatdarozdasara. A mandver sordn az eré a
maximalis értékrdl nullara esik, lehetdvé téve ezzel a totdl erd meghatdarozasat (F.g), majd ismét
elkezd névekedni. A szivizomsejtet ezutin relaxdlé Ca’*-mentes oldatban eredeti hosszdnak 80%-
ara roviditve meghatarozhato a sejt passziv ereje (Fpus.i). Az izometrids aktiv erdt (Fuq) a totdl és
a passziv eroertékek kiilonbsegebol nyertiik.

Az erdértékeket az Osszehasonlithatosag kedvéért a szivizomsejtek keresztmetszetének
teriiletére normalizaltuk, mely a preparatumok szélességének és magassaganak mérésével

elliptikus  keresztmetszeti geometriat feltételezve kalkulalhato. Kiilonbozo Ca?*-
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crer

koncentracioji  oldatok alkalmazasaval Ilehetévé valt a Ca* -er6 Osszefiiggés
megszerkesztése egy modositott Hill-fliggvény segitségével. Az egyes erdértékeket a
maximalis Ca®*-aktivalt aktiv erre normalizaltuk. A félmaximalis eré kivaltasahoz
szikkséges Ca®*-koncentracid, a pCaso érték jellemzi a kontraktilis rendszer Ca®'-

érzékenységét.

3.7.1. Poszttranszlacios fehérje modosulasok funkcionalis hatasainak vizsgalata
A fehérje foszforilacié hatasat in vitro PKA (borja sziv PKA Kkatalitikus alegysége; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) alkalmazasaval vizsgaltuk. 1 mg liofilizalt PKA-t 60 ul 100
mM-os DTT-ben oldottuk, majd az oldatot 1 ml-re higitottuk relaxalé oldattal. Az igy
elékészitett oldatot 4 °C-on tdroltuk, maximum &t napig hasznaltuk. A 2,3 pm-es
szarkomerhosszra nyujtott szivizomsejteket 40 percig az enzim jelenlétében inkubaltuk, és
a kezelés el6tt és utan a Ca’*-erd Osszefiiggést rogzitettiik. Az SH oxidacid reverzibilitasat
¢és hatasait SH-reagens DTT alkalmazéasaval tanulmanyoztuk. 30 perces DTT kezelés (10
mM) el6tt és utan vizsgaltuk a Ca®*-eré osszefiiggést 2,3 pm-es szarkomerhosszon,

I1zolalt, permeabilizalt szivizomsejteket Fenton-reagens jelenlétében 7 percen keresztiil
2,3 um-es szarkomerhosszon inkubaltuk. A sejtek egy részét ezt kovetden DTT-vel
kezeltiik (10 mM; 30 perc). A sejtek egy masik csoportjan a foszforilacio és a karbonilacio
kozotti interakeiok vizsgalata céljabol kombinalt kezeléseket alkalmaztunk, igy a Fenton-
kezelést PKA el6tt és utan, illetve protein-foszfataz-1 (PPlc) és -2A (PP2Ac) katalitikus
alegysége jelenlétében tortént inkubaciot kovetden alkalmaztunk. A foszfatazokat
kollaboracios partneriink allitotta el6 [48]. Az egyes kezelések el6tt és utan a Ca**-erd

Osszefliggéseket rogzitettiik.
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3.8.  Adatfeldolgozas, statisztikai analizis

A Ca**-er6 Osszefiiggéseket az alabbi mddositott Hill-egyenlettel illesztettiik:

F = Foun[Ca2 T/ (Caso™ + [Ca ™M)

ahol F egy adott [Ca®*]-hoz tartozo6 "steady-state" erét, mig Fagm, il és Caso (Vagy pCaso)
sorrendben a maximalis [Ca®*]-hoz tartozo aktiv erdt, valamint a szigmoidalis dsszefiiggés
meredekségét és kozéppontjat jelolik.

A gyors hosszvaltoztatasi mandvert kovetd er0-regeneralodast egyvaltozos exponencialis
fiiggvénnyel illesztettiik, meghatarozva annak sebességi allanddjat (Kirmax) @ maximalis
[Ca®*]-nal:

F(t) = Fi + Fa(1-e™"™)

ahol F(t) a hosszvaltozas utani barmely idépillanatban (t) a maximalis [Ca?*]-nal mért erét,
Fi és F, pedig a hosszvaltozas utani kezdeti er6t, valamint a Ca®*-aktivalta erd
regeneralodasanak amplitidojat jelolik. A kisérleti preparatumokbdl kapott adatsorokat
egyedileg illesztettiik, az abrakon az illesztett paraméterek atlagait mutatjuk be.

A Kkisérletek sordn nyert adatok rendszerezését Microsoft Excel 2007 és 2010
program segitségével tdblazatos forméaban valdsitottuk meg. A disszertacid abrait
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., USA) program segitségével készitettem. Az
adatokat atlag + SEM (mintak6zép hibaja) forméban tlintettem fel. A mérési eredményeket
megfeleléen megvalasztott Student-féle kétmintas t-proba vagy egy-utas variancia-analizis
(ANOVA) és Bonferroni posthoc teszt segitségével hasonlitottuk dssze. Linearis regresszio
analizist alkalmaztunk a Ca2+-érzékenységben bekovetkezd valtozas (AdpCasp) és a fehérje
karbonilacido kozotti Osszefliggés vizsgalatdra. Az atlagok kozotti kiilonbségeket akkor

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak, ha a P érték kisebb volt 0,05-nél.
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4. Eredmények

4.1. Human szivizomsejtek kontraktilis fehérjéinek karbonilaciéja

4.1.1. Fenton-kezelés karbonilaciot indukal

Human szivizomsejteken Fenton-reakcio segitségével in vitro modellrendszert
alkalmaztunk a fehérje karbonilacio kivitelezésére. Az oxyblot esszé soran regisztralt
fokoz6do jelintenzitas jol tiikrozi, hogy az emelkedd koncentracioban H,O,-t tartalmazo
Fenton-reagens hatdsdra a huméan permeabilizalt szivizomsejtek fehérjéi fokozott
karbonilaciot mutatnak (4.a abra).

A kontraktilis rendszert alkotd, fokozott karbonilaciét mutatd fehérjéket
molekulaméret alapjan azonositottuk: MLC-1 (20 kDa), aktin (43 kDa), dezmin (55 kDa),
a-aktinin (100 kDa), MyBPC (140 kDa) és MHC (200 kDa). A kontraktilis fehérjék
atlagos karbonilaciés indexe a Fenton-reagensben talalhato H;O, koncentracigjatol
fiiggéen szigmoid emelkedést mutatott (Kontroll: 1,00+0,05; 0 uM H,0,: 1,05+0,06; 10°
UM Hy02: 1,08+0,06; 10° uM H,0: 1,27+0,07; 10° uM H,02: 1,86+0,11; 3*10° uM
H,0,: 3,38+0,32; 3*10* uM H,0,: 6,22+0,75; 10° uM H,0,: 6,80+0,82; 4.b abra). Egyes
fehérjék (MLC-1, MyBPC és a-aktinin) az atlagoshoz képest erésebb, mig mas fehérjék
(dezmin, aktin, MHC) gyengébb karbonilaciét mutattak, jelezve a kontraktilis fehérjék

eltér6 érzékenységét a karbonilacios hatasokra (4.c abra).

4.1.2. Agressziv Fenton-kezelés SH oxidaciot okoz
Ellman-reakciot hasznaltunk, hogy megvizsgaljuk a Fenton-reakci6 indukalta SH
oxidacios hatdsokat. Ezen kisérleteink soran DTDP szolgalt pozitiv kontrollként, mig DTT

kezelést alkalmaztunk az SH oxidacié reverzibilitasanak vizsgalatara.
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4, abra Fenton-reakcio hatdisdra a humdn permeabilizalt szivizomsejtek kontraktilis fehérjéi
karbonildlodnak. Azonos mennyiségii feherjét tartalmazo homogenizdatumokat in vitro Fenton-
kezelések utan SDS gélelektroforézisnek vetettiik ala, majd oxyblot segitségével mutattuk ki a
karbonilacio mértékét. A reprezentativ abran a Fenton-reagensben taldlhato H,O, mennyiségének
novekedésével parhuzamosan fokozodo jelintenzitas a miokardidlis fehérjék szignifikans
karbonilaciojat jelzi (). Az dsszes fehérje karbonilaciojat jellemzé karbonildacios index jelentdsen
emelkedik (b). A fehérjéket molekulatémegiik (MW) alapjin azonositottuk: MHC (miozin nehéz
lanc, 200 kDa), MyBPC (miozinkito C-fehérje, 140 kDa); a-aktinin (100 kDa), dezmin (55 kDa),
aktin (43 kDa), MLC-1 (miozin konnyii lanc-1, 20 kDa). Az egyes fehérjék eltérd érzékenységet
mutatnak a karbonilaciéval szemben (€) * P<0,05 vs. Kontroll. Némenklatira magyardzata: pl.
Fenton 10° olyan Fenton-reagenst jelent, mely 10° uM H,0-t tartalmaz.
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A Fenton-reakci6 lejatszodasat kovetéen az SH csoportok oxidacioja kovetkezett be
(kontroll: 471,6+59,1 uM/mg protein; Fenton 10°: 201,6+2.4 uM/mg protein; P<0,05),
azonban csak extrém magas koncentracioban H,O,-t tartalmaz6 reagensek alkalmazésa
hozott szignifikans valtozast, mig az alacsonyabb H;O; koncentraciok esetében az SH
oxidacido nem volt jelentdés (Fenton 0: 408,1+40,5 uM/mg protein;, Fenton 3*10%;
310,4+36,1 uM/mg protein; P>0,05; 5. abra). A belsé kontrollként alkalmazott DTDP a
vartnak megfeleléen tovabb csokentette a redukalt SH tartalmat (83,1£15,3 uM/mg
protein; P<0,05 vs. Kontroll), a DTT pedig bizonyitotta az SH oxidaci6 revertalhatosagat,
mind DTDP (621,2+107,3 uM/mg protein), mind a Fenton-kezelést kovetden
(599,3+102,1 pM/mg protein). A Fenton-reakcié kovetkezményeként tehat a karbonildcio
mellett extrém magas H;O, koncentraciok alkalmazéasaval SH oxidaciés hatasok is

kialakulnak (5. 4bra).

750- # # 5. abra A Fenton-reakcio sordn
keletkezd szabad gyokok oxiddljak
a szulfhidril (SH) csoportokat. A
5004 T Fenton-reagens, mely 10° uM H,O,-
ot tartalmaz SH oxiddciot idéz eld,

melyet az Ellman-reakcio

segitsegevel kimutatott relativ SH

tartalom csokkenése jelez. Az SH

* oxidacio  revertalhato az SH-
|:_| reagens ditiotreitol (DTT, 10 mM)
OQ L alkalmazasaval. 2,2’-ditio-dipiridin
QXO (DTDP) és DTT a DTDP utdn belsé
0 (<0° o O«O kontrollként szolgal. *P<0,05 vs.

Kontroll; *P<0,05 vs. DTT elétt

SH tartalom
(uM/mg protein)

N

a1

o
1
*

4.1.3. A fehérje karbonildcio izometrias koriilmények kézott csokkenti a kontraktilis erdt
A mechanikai mérérendszerhez rogzitett, izolalt, permeabilizalt human szivizomsejteken
(n=6) a fentiekhez hasonléan Fenton-kezelést alkalmaztunk, hogy megvizsgaljuk a

kontraktilis fehérjék karbonilaciojanak funkcionalis kovetkezményeit. Elsoként az
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izometrias aktiv erére kifejtett koncentracio-fliggd hatast tanulmanyoztuk (6. &abra).
Kontroll kisérleteket végeztink a prepardtumok kisérlet kozbeni stabilitdsanak
vizsgalatara, mely soran a szivizomsejteket (n=6) a Fenton-reagens bazis oldataként
alkalmazott izolaldo oldattal kezeltiik, és ismételt aktivaciokat valtottunk ki. Ennek
eredményeként a relativ er6 10 aktivaciot kovetden 87,4+2,8%-ra csokkent, mely nem érte
el a statisztikai szignifikancia hatarat. Az ismételt Fenton-kezelések soran rogzitettiik a
szivizomsejtek fénymikroszkopos képét. A kisérletsorozat teljes hossza alatt sem
kovetkezett be jelentds fénymikroszkoposan detektidlhatd strukturdlis valtozas a

szivizomsejtek szerkezetében (6.2 abra).

a b
Kontroll

100 'x\

20 pm
Fenton 10°

Relativ eré (%)
a
<

0-—-----| I T T T =TT T
100 10! 102 103 104 10°

H,O, koncentracio (uM) a Fenton-oldatban
(logaritmikus skala)

6. dbra A Fenton-reakcio nem okoz strukturdlis valtozast, de csokkenti az aktiv erot. A Fenton-
reakcio nem eredményez fénymikroszkoposan lathato morfologiai Valtozast a mechanikai
mérérendszerhez rogzitett, izolalt szivizomsejtekben (a). A Fenton-reakcié indukdlta karbonildcio
az aktiv erd koncentrdcio-fiiggd csokkenését okozza (n=6 szivizomsejt harom human szivbdl) ().
*P<0,05 vs. elsé aktivacio

Ezzel szemben az F,;, fokozatos csokkenését tapasztaltuk a fokoz6dd oxidativ hatasra,

crer

aszkorbinsav koncentracio mellett (Kontroll: 100,0%; Fenton 0: 98,9+3,3%; Fenton 10°:

95,0+3,9%; Fenton 10% 89,143,7%; Fenton 10% 68,344,1%; Fenton 3*10% 54,9+4.7%;
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Fenton 10* 36,0+3,7%; Fenton 3*10% 3,5+1,6%; Fenton 10°: 0,3+0,1%; 6.b 4bra). Az
Faun-ben bekovetkezd valtozas 0Osszefliggésbe hozhatd a miofilamentaris fehérjék

fokoz6do karbonilacidjaval (4. és 6. abra).

4.1.4. A fehérje karbonilacio a szivizomsejtek kontraktilis diszfunkciojahoz vezet

Az izolalt human szivizomsejtek egy masik csoportjan (n=6) 3*10° uM H;0;-ot tartalmazé
Fenton-reagenst alkalmaztunk, hogy megvizsgaljuk, befolydsolja-e a karbonilacio a
kontraktilis rendszer Ca®*-érzékenységét (pCaso), @z Fuu-t és a Fpass-n-t. Masodik
lépésként DTT kezelést hajtottunk végre, az SH oxidacido funkciondlis hatasainak
tanulmanyozasara. A  Fenton-reakci® hatasdra a kontraktilis rendszer Ca®'-
érzékenységének egyértelmii csokkenését tapasztaltuk, mely a Ca?*-erd Osszefliggés jobbra
toloddsdban ¢és a pCasy érték szignifikdns csokkenésében mutatkozott meg
[pCaso(Kontroll): 5,74+0,01; pCaso(Fenton): 5,65+0,01; 7.a és b abra]. Ezen feliil a kezelés
csokkentette az F -t €s jelentSsen novelte a Fpg-n-t [Faw(Kontroll): 11,39+1,63 kN/m?;
Fawi(Fenton): 8,66£1,06 kN/m% Fuen(Kontroll): 1,72£0,21 kKN/m?; F i (Fenton):
2,33+0,22 kN/m?] (7.c és d 4bra). Az aktin-miozin ciklus sebességét jellemzd konstans és a
Hill-koefficiens nem valtozott a kezelés hatasara [Kimax(Kontroll): 0,68+0,06 1/sec;
kir max(Fenton): 0,57+0,02 1/sec; nwin(Kontroll): 2,42+0,05; nyi(Fenton): 2,31+£0,06] (7.¢ és
f édbra). A DTT kezelés nem okozott valtozast a fenti paraméterek egyikében sem
[pCaso(DTT): 5,63£0,01; Furin(DTT): 7,14£1,10 KN/M?; Fpueszn(DTT): 2,4420,28 kN/m?,
Kirmax(DTT): 0,554+0,07 1/sec; ngin(DTT): 2,43+0,10; P>0,05 vs. Fenton; P<0,05 vs.

Kontroll] (7. abra).
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7. dbra A karbonildcié kontraktilis rendszer miikidésére kifejtett hatdsai. A 3*10° uM H,0,-ot
tartalmazé Fenton-reagens (Fenton) hatdsdra csokken a kontraktilis rendszer Ca®*-érzékenysége,
ahogy azt a Ca*"-erd osszefiiggés jobbra toléddsa (a) és a pCasy érték csokkenése (b) jelzi. A
karbonilacio csokkenti az F -t (C) és noveli a Fy.q-t (d). Az aktin-miozin ciklus sebessége (&) és
a Hill-koefficiens (f) nem vdltozott a kezelések hatdsara. A szekvencidlisan alkalmazott DTT
kezelés egyik paramétert sem befolydsolja. A szorast (mintakozép hibdja, SEM) jelz6 hibajelek azon
esetekben keriiltek feltiintetésre, ahol az nagyobb, mint az dtlagot jeldld szimbolum mérete. N=6
szivizomsejt harom humdn szivbél *P<0,05 vs. Kontroll

4.2.  Posztinfarktusos szivizom-atépiilés egér szivekben a szivizomsejtek szintjén

4.2.1. Az infarktus mérete és globalis bal kamra funkcio
10 héttel a sebészi LAD ligaciot kovetden az egerek a bécsi laboratoriumban

szivultrahangos vizsgalaton estek at. A bal kamra szisztolés funkcidja a kontroll
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csoporthoz képest kozel felére csokkent az infarktus hatasara (2. tablazat). Ezt kovet6en az
eltavolitott szivek Masson-trikrom festett metszetein (8. abra) meghataroztuk az
infarktusos teriilet nagysagat, mely atlagosan a bal kamra 50,3+5,7%-at tette ki, de
felfedeztiink a heges teriiletben talél6 miokardialis sejteket. A kontroll csoportra a bal
kamra homogén festddése jellemzd, infarktus jelenléte nélkiil. Az 2. tablazat foglalja 6ssze

az allatok morfometriai adatait.

Kontroll Ml
(n=5) (n=8)
Testtomeg (g) 34,6 £1,3 37,0+0,8
Sziv tomege (mg) 242 + 12 295+ 25
Szivtomeg/testtomeg (mg/g) 7,0+ 0,4 7,9+0,5
Tiid6tomeg/testtomeg (mg/g) 7,9+0,3 8,2+0,3
Ejekciés frakeio (%) 62,7+ 1,3 34,9 + 3,6*

2. tablazat A kontroll és infarktusos dllatok morfometriai adatai és a bal kamra szisztolés
Sfunkciojat jellemzd ejekcios frakcio datlagos értékei (atlag=SEM; n=dllatok szama; *P<0,05 MI
vs. Kontroll)

a Kontroll b MI

1000 pm
—_—

MI anterior

8. dbra Kontroll és infarktusos bal kamrai Masson-trikrom festett metszetek a papilldris izom
szintjében. A kontroll szivek () homogén egyenletes piros festddése, az infarktusos szivek (b) (MI)
inferior teriiletéhez hasonloan ép miokardidalis szévetet jelez. Az infarktusos bal kamra anterior
teriiletere (nyilakkal jelélve) a miokardium elvékonyodasa és a zélden festddd kotdszoveti elemek
felszaporodasa (hegképzddés) jellemzo a posztinfarktusos remodellacio részeként. A hegszévetben
tulélo kardiomiocitak pirosan festodnek.

4.2.2. Csokkent Ca2+-érzékenység miokardialis infarktus utdan
Izometrias erdméréseket végeztiink mindkét csoportbol szarmazé izolalt, permeabilizalt

bal kamrai szivizomsejteken és meghataroztuk a kontraktilis rendszer aktiv és passziv
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erejét, a Ca’'-érzékenységét, illetve jellemeztiik az aktin-miozin ciklus sebességét (3.
tablazat). Az infarktusos teriileten taléld szivizomsejtek kontraktilis rendszere alacsonyabb
Ca2+-érzékenységgel volt jellemezhetd, mind az ellenoldali, nem infarceralodott teriiletrdl,
mind a kontroll bal kamrakbdl szarmazo6 szivizomsejtekhez képest. Ez a kiilonbség az
altalunk vizsgalt mindkét szarkomerhosszon (1,9 pm és 2,3 um) szignifikansnak bizonyult.
A kontraktilis rendszer hosszfiiggd sajatossagai megtartottak maradtak az infarktusos bal
kamrakban is, melyet az egyes paraméterek szarkomerhossz novelésre bekdvetkezd
valtozasai mutatnak (9. abra, 3. tablazat). Az egyes csoportokban mért Fu, Fpasszivs Kirmax

és Ny értékekben, illetve a szivizomsejtek struktirajaban nem mutatkozott kiilonbség (3.

tablazat).
Kontroll MI inferior MI anterior
(n=39) (n=10) (n=19)

SL 1,9 pm 2,3 um 1,9 um 2,3 um 1,9 pm 2,3 um
(k',:\l"/"r’gz) 9,53+£0,55 | 15,66+ 1,27* | 11,52+ 1,42 | 1591 £2,26* | 9,47+0,90 | 14,62 +2,10*
(El\pla;;ﬁﬁ) 0,36 + 0,04 2,23 +£0,25* 0,60+0,11 2,41 +£0,52* 0,75+0,12 2,48 +£0,31*

pCasg 5,81 +£0,02 5,91 +£0,02%* 5,80 = 0,02 5,88 +£0,02* 5,73+0,03" | 5,81 40,03+

Nl 2,08+0,06 | 1,63+005 | 220+0,17 | 1,71+0,08 2,02+0,08 | 1,76+ 0,06
(I?;én;?) 3,69 +0,15 3,80+0,12 4,08 + 0,40 431+0,21 3,34+ 0,20 3,32+0,22

3. tablazat A kontroll és infarktusos bal kamrakbol izoldlt szivizomsejtek izometrids eromérések
sordan nyert mechanikai paraméterei (atlagESEM; n=szivizomsejtek szama, melyek 5 kontroll és 8
infarktusos szivbdl szarmaztak) *P<0,05 SL: 1,9 um vs. SL: 2,3 um; *P<0,05 MI anterior vs.
Kontroll; SL — szarkomerhossz, F., — izometrids aktiv erd, F,u.. — passziv erd, pCas, — a
kontraktilis rendszer Ca®*-érzékenysége, nun — Hill-koefficiens, Kimax — aktin-miozin ciklus
sebessége
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a 1,9 um b 2,3 um

1,07 -0 Kontroll
-3 Ml inferior

-@-| Ml anterior

1,07 =@ Kontroll
-3 Ml inferior

-&-| Ml anterior

0,5

Relativ er6
Relativ eré
o
q
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Q. dbra A kontroll és infarktusos bal kamrakbdl izoldlt szivizomsejtek kontraktilis rendszerének
Ca?*-érzékenysége. Az MI anterior szivizomsejtek (n=19) Ca**-erd ésszefiiggése jobbra helyezett a
kontroll (n=39) és az MI inferior (n=10) teriiletekrdl szarmazo szivizomsejtekéhez képest mind 1,9
um-es (a), mind 2,3 um-es (b) szarkomerhosszon (SL) mérve. Ennek megfeleléen az MI anterior
szivizomsejtek dtlagos pCasy értéke szignifikansan alacsonyabb, mely a kontraktilis rendszer
csokkent Ca® -érzékenységét jelenti. Mindhdrom csoportban megtartott a hosszfiiggé Ca®* -
érzékenyités mechanizmusa, melyet a szarkomerhossz névelésére bekiovetkezé Ca®*-érzékenység
fokozédas tiikroz (c). *P<0,05 MI anterior vs. Kontroll, “P<0,05 SL: 1,9 um vs SL: 2,3 um

4.2.3. Alacsonyabb Tnl foszforildcio az infarktusos teriileten

A csokkent Ca**-érzékenység hatterében allo lehetséges mechanizmusok feltérképezése
kapcsan elsoként a Tnl foszforilacios allapotat vizsgaltuk. Foszforilacio-specifikus
antitestek segitségével Western blottal vizsgaltuk a Tnl PKA- és PKC-specifikus

foszforilacios helyeit.

35



Kontroll Ml inferior Kontroll Ml inferior MI anterior

-\.\- - [

Tnl-pTi43

_|_
1004 T —l_ 1004 —l_

0 0
N O N ot
“0 ‘\0 \(0 ‘\0
o @ o e
A\ N

e Kontroll f

1,0 - PKA el6tt
-0 PKA utan

a
o
1

Tnl-PS22/Tnl (%)
3
)(.
Tnl-P™43/Tnl (%)

1,01 -0 PKA el6tt
-0 PKA utan

Relativ er6
o
g
Relativ er6
o
[6)]
f

o
o

g 0 Kontroll

-0,054

ApCasgg

-0,10-

10. dbra Tnl foszforilicié és a kontroll és infarktusos szivizomsejtek Ca®* -érzékenységének PKA
fiiggd vialtozdsai. A Tnl foszforilacio mértékének meghatarozasara \Western immunoblot (a és c)
sordan foszforilaciétol fiiggetlen Tnl ellenes (Tnl) és PKA- (Tnl-P%%) és PKC-specifikus (Tnl-P™%)
foszforilaciora érzékeny antitestek haszndlatdval kapott jelek denzitometriai elemzése (b és d)
tortént meg. Az MI anterior teriileten alacsonyabb PKA-specifikus Tnl-foszforilaciot detektaltunk a
kontrollhoz képest (a és b), mig a PKC-specifikus Tnl foszforilacio hasonlo a kiilonbozo teriileteken
(c és d). A fehérje homogenizdatumok 4-5 kontroll és 6 infarktusos szivbdl szarmaztak, az esszéket 3-
6-szor ismételtiik. In vitro PKA kezelés a kontroll sejteken (n=4) nem okoz valtozast, mig az MI
anterior szivizomsejtekben (n=5) tovabb csokkenti a Ca’ -érzékenységet, ahogy azt az drlagos
pCasg érték csokkenésének valtozdsa (ApCasp) is mutatja (e-g). *P<<0,05 MI anterior vs. Kontroll;
"P<0,05 PKA elétt vs. PKA utdn
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A PKC-specifikus treonin 143 hely foszforilacidja hasonldé mértékiinek adddott mindharom
csoportban. Ezzel ellentétben a PKA-specifikus 22-¢s szerin aminosav alacsonyabb szint(i
foszforilacidjat mutattuk ki az infarktusos teriiletr6l szarmazé mintdkban (10.a-d abra).
Ezzel Gsszhangban, ezen szivizomsejtek in vitro PKA kezelése, mely a PKA-fiiggd
foszforilacids helyek fokozott foszforilaciojahoz vezet, a Ca2+-érzékenység kismérték, bar
statisztikailag szignifikans csokkenését eredményezte, mig a kezelés a kontroll

szivizomsejtekben nem idézett el6 valtozast (10.e-g abra).
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11. abra Miofilamentidris fehérje SH oxiddcié miokardidlis infarktus utan. \Nestern immunoblot
esszé (@) eredményeinek denzitometriai elemzése (b)) sordn az MI anterior szivizomsejtek
aktinjanak fokozott SH oxidacidjat detektiltuk a kontrollhoz képest. Az aktin-ellenes antitest
segitségevel meghatarozott feherje mennyiség (Aktin) normalizacios célokat szolgalt. 10 mM DTT
csokkenti az oxidalt SH csoportok mennyiségét (DTT-kezelt mintak relativ szigndl intenzitasa:
100%), habdr nincs hatdssal az MI anterior szivizomsejtek (n=6) kontraktilis rendszerének Ca**-
érzékenységére, melyet a Ca**-erd osszefiiggés valtozatlan pozicidja (¢) és a hasonlé pCasy értékek
mutatnak (d). 4 fehérje homogenizatumok 4 kontroll és 7 infarktusos szivbdl szarmaztak. *P<0,05
MI anterior vs. Kontroll, *P<0,05 azonos teriilet DTT elbtt vs.DTT utén
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4.2.4. Fokozott SH oxiddacio funkciondlis kévetkezmények nélkiil

Kovetkezo 1épésben az oxidativ fehérje modosulasok szerepét vizsgaltuk az infarktus utani
szivizom atépiilés részeként detektalt alacsonyabb Ca?*-érzékenység hatterében. Az aktin
SH oxidaciojat, mint altalanos miofilamentum SH oxidéacids markert hasznaltuk, és biotin-
streptavidin rendszert alkalmaztunk az SH oxidacio vizsgalatara. A redukalt SH csoportok
mennyiségének valtozasabol kovetkeztettink az SH oxidacid mértékére. Western
immunoblot esszék eredményei alapjan az infarktusos teriiletr6l szarmazo szivizomsejtek
aktinja jelent6sen kisebb mennyiségii redukalt SH csoportot tartalmazott a kontrollhoz
képest, ami ezen teriilet fokozott SH oxidacidjara utal (Kontroll: 83,8+6,2%; MI inferior:
62,5+10,3%; MI anterior: 49,1+10,6%; 11.a és b abra). In vitro alkalmazott SH-reagens
DTT hatasara a redukalt SH csoportok mennyisége szignifikansan megemelkedett (100%),
ami az SH oxidacio reverzibilitasat bizonyitja. Ugyanakkor a DTT hatasara az MI anterior
szivizomsejtek kontraktilis rendszerének Ca2+-érzékenysége nem valtozott (pCaso(DTT

el6tt): 5,79+0,02; pCaso(DTT utan): 5,76+0,02; P>0,05; 11.c és d abra).

4.2.5. Intenziv karbonildcio a szivinfarktust kovetd szivizom-atépiilésben

Oxyblot esszé segitségével vizsgaltuk a karbonilacio esetleges szerepét a posztinfarktusos
szivizom-atépiilés folyamatdban, Gsszehasonlitva a kontroll és infarceralt bal kamrakbol
szarmazd miofilamentéris fehérje homogenizatumok relativ karbonilacigjat karbonilacios
indexként kifejezve (a kontroll csoport karbonilacids indexét 1-nek tekintettiik).
Kisérleteink soran az aktin (Kontroll: 1,00+0,04; MI inferior: 1,40+0,12; MI anterior:
1,46+0,18*; P<0,05 vs. Kontroll) és az MHC karbonilacioja (Kontroll: 1,00+0,07; Ml
inferior: 1,46+0,17; M1 anterior: 2,06+0,46*; P<0,05 vs. Kontroll) jelentésen magasabbnak
adodott az infarktusos teriiletr6l szarmazé mintdkban a kontrollhoz képest, mig az a-

aktinin (Kontroll: 1,00+0,07; Ml inferior: 0,95+0,09; Ml anterior: 1,25+0,16; P>0,05) és a
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MyBPC (Kontroll: 1,00+0,14; MI inferior: 0,82+0,11; MI anterior: 0,70+0,14; P>0,05)

esetében hasonld karbonilaciés indexet kaptunk mindharom csoportban (12. abra).
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12. abra Kontraktilis fehérjék karbonilacioja MI utdn. Az oxyblot esszék az infarktusos teriiletrdl
szdrmazo szivizomsejtekben a MHC és az aktin fokozott karbonilacidjat (oxyblot) igazoltak a
kontrollhoz képest. Az a-aktinin karbonildcidja hasonlo mértékii mindharom csoportban. A fehérjék
mennyiségét MHC-, aktin-, illetve a-aktinin-specifikus antitestekkel meghatdirozva (fehérje) a
karbonildacios index szamitdsdhoz haszndltuk normalizdcios céllal. A fehérje homogenizdatumok 4
kontroll és 7 MI szivbdl szarmaztak, az esszéket hdromszor ismételtiik. *P<0,05 MI anterior vs.
Kontroll

4.2.6. A karbonilacio egér szivizomsejteken is csokkenti a Ca2+-érzékenységet

In vitro Fenton-reakcio segitségével vizsgaltuk az egér szivizomsejteken is, hogy a
miofilamentumok  karbonilacioja  dsszefiiggésben 4all-e  az  alacsonyabb — Ca?*-
érzékenységgel. H,O,, vas(Il) és aszkorbinsav segitségével fokozott hidroxil gyok
termelddés kapcsan idéztiik eld a miofilamentumok karbonilacidjat. Az intenziv fehérje

karbonilacido mellett enyhe SH oxidacids hatasokat mutattunk ki (relativ SH tartalom:
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Kontroll:  100,0+1,4%; Fenton: 77,8+3,5%), ezért a tovabbiakban DTT kezelést
alkalmaztunk az esetleges SH oxidaci6 kikiiszobolése érdekében.

Az infarktusos egérmodell vizsgalata kapcsan nyert eredményekhez hasonléan a Fenton-
kezelést kovetden szamos fehérje, tobbek kozott az aktin és a MHC fokozott
karbonilaciojat regisztraltuk, melynek mértéke hasonld volt az infarktusos mintakban
detektalt értékekhez. Ezen hatdst a kovetkezd 1épésben végzett DTT kezelés nem
befolyasolta (13.a abra). A Fenton-reagenst a mechanikai mérérendszerhez rogzitett,
izolalt, permeabilizalt kontroll szivizomsejteken alkalmaztuk 2,3 um-es szarkomerhosszon.
A kezelés szignifikansan csokkentette a kontraktilis rendszer Ca2+-érzékenységét
(pCaso(Kontroll): 5,76+0,03; pCaso(Fenton): 5,62+0,04) és az aktiv er6t (~40%-kal),
melyeket a tovabbiakban alkalmazott DTT kezelés nem befolyasolt (13. b és ¢ abra). Ezen
feliil az infarktusos bal kamra két altalunk vizsgalt teriiletét (MI anterior és inferior),
valamint a Fenton-kezelést jellemzé pCaso érték kontrollhoz viszonyitott csokkenése
(UpCasy) és a relativ aktin (P=0,0264; r*=0,8661) és MHC karbonilacio (P=0,0114;

r*=0,9117) kozott egy latszolagos linearis 0sszefliggést mutattunk ki (13.d és e abra).
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13. dabra A miofilamentdris fehérjék in vitro karbonilacidja csékkenti a kontroll szivizomsejtek
kontraktilis rendszerének Ca’'-érzékenységét. A Fenton-reakcié hatisdira a szivizomsejtekben
szamos kontraktilis fehérje karbonilacioja fokozodik, tébbek kézott az aktin és a MHC (a). A
karbonilacio mértéke nem valtozik a DTT hatasara (10 mM). A szivizomsejtek 4 kontroll egér
szivbol szarmaztak, a kisérleteket négyszer ismételtiik. A karbonilacios jelet az aktin és a MHC
mennyiségére normalizaltuk (MHC, Aktin), melyeket Western blottal hatdroztunk meg. A
karbonildcié hatdsdra a kontroll szivizomsejtekre jellemzé Ca**-erd osszefiiggés jobbra toléddsa
(b) és az dtlagos pCasy érték csokkenése figyelhetd meg (C). A kdvetkezé Iépésben végrehajtott DTT
kezelés (Fenton+DTT) nem dllitja vissza a Ca*-érzékenységet (n=7 szivizomsejt 3 kontroll szivbél)
(b és €). Pozitiv korreldcié mutathaté ki a Ca®*-érzékenység viltozdsa és az aktin (d) (P=0,0264;
r2=0,8661) valamint az MHC karbonilacidjanak mértéke (P=0,0114; r2:0,9117) kozott mind az in
vivo, mind az in vitro modellben (Fenton) (e). *P<0,05 vs. Kontroll
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4.2.7. A miofilamentumok karbonildciojanak hatasa fiiggetlen a foszforildciotol

A fehérje foszforilacio és a karbonilacid kozotti esetleges interakciok felfedésére a Fenton-
kezelés CaZ+-érZékenységre kifejtett hatdsait vizsgaltuk kiilonb6z6 foszforilacios
allapotokban, igy PKA alkalmazasa el6tt és utan, valamint fehérje foszfatazokkal (PPlc
vagy PP2Ac) tortént kezelést kovetden. Az el6z6 eredményeinkkel 6sszhangban, a PKA
kezelés nem modositotta a kontroll szivizomsejtek kontraktilis rendszerének Ca*-
érzékenységét [19], sem a hatasos Fenton-reakcié elétt, sem pedig utana (14.a és b abra).
Ezzel szemben a PP1c csokkentette, mig a PP2Ac fokozta a Ca2+-érzékenységet (14.césd
abra), el6z8 irodalmi eredményekkel egybehangzoan [49, 50]. A Fenton-indukalta Ca®'-
érzékenység csokkenés mértéke hasonld volt a kindz és foszfatdz kezelésektdl fliggetleniil
(14.e és f abra). Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a Fenton-kezelés Ca2+-érzékenységre
kifejtett hatasa filiggetlen a kontraktilis fehérjék foszforilaltsagi 4allapotatol. Ezt a
felfedezést tovabb erdsiti a foszforildlt és defoszforilalt alegységeket tartalmazo
rekombinans Tn komplexek Fenton-reagenssel torténd kezelése, mely a foszforilalt és
defoszforilalt komplexek hasonlé mértékii karbonilacidjahoz vezetett (15. 4bra),

alatdmasztva a fenti eredményeket.
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14. dbra A karbonildcié Ca’*-érzékenységre kifejtett hatdsa fiiggetlen a kontraktilis fehérjék
aktualis foszforildacios allapotdtol. A szivizomsejteket a PKA katalitikus alegysége jelenlétében
inkubdlva nem vdltozik a kontraktilis rendszer Ca**-érzékenysége sem a Fenton-kezelés eldtt (a és
e) sem a Fenton-kezelés utin (b és €), mely az eldzbeknek megfeleléen csékkenti a Ca”*-
érzékenységet. (N=6-5 szivizomsejt 3 egér szivbil). PPLc csékkenti (C és €), mig a PP2Ac néveli a
kontraktilis rendszer Ca”*-érzékenységét (d és €). A foszfatizok utin szekvencidlisan alkalmazott
Fenton-kezelés mindkét esetben alacsonyabb Ca?*-érzékenységet eredményez (n=6-6 szivizomsejt 3
egér szivbBl). A Ca®*-érzékenység karbonildciohoz kithetd csokkenését mutatia a kezelést kévetéen
regisztralt alacsonyabb pCasg érték a kezelés eldttihez viszonyitva (€). A pCasg érték csokkenésének
mértéke minden esetben hasonlé, a PKA és a foszfatdz kezelésektdl fiiggetleniil (f) *P<0,05 Fenton
elétt vs. Fenton utan; *P<0,05 PP1c vagy PP2Ac eldtt vs. utdn
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15. dbra Rekombindns Tn komplexek karbonildcidja. A rekombindns Tn komplexek (Tn komplex
foszforildlt vagy defoszforilalt Tnl-t tartalmaz, melyet foszforildcié specifikus Tnl-P5? antitestekkel
igazoltunk) tagjai hasonlo mértékii karbonilaciot mutattak a Fenton-kezelés hatasasra, fiiggetleniil
a Tnl foszforilacios dllapotatdl (a és b). *P<0,05 Fenton eldtt vs. Fenton utdan
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5. Megbeszélés

5.1. Kontraktilis fehérjék karbonilicioja befolyasolja a human szivizomsejtek
kontraktilitasat

Munkam elsé részében a fehérje karbonilacid kozvetlen hatasait vizsgaltuk a human
szivizomsejtek kontraktilis funkcidira. A fehérje karbonilacio kivaltasara Fenton-reakciot
alkalmaztunk, mely hidroxil gyokok termelédését eredményezi. Kisérleti elrendezésiink, a
permeabilizalt szivizomsejtek alkalmazasa lehetové tette, hogy az izometrias erdgeneraciot
jellemzd paraméterekben bekovetkezd valtozas és a kontraktilis fehérjék karbonilacidja
kozotti kapcesolatot feltarjuk. Ennek eredményeként megallapitottuk, hogy a kontraktilis
proteinek karbonilacidja a szivizomsejtek vizualizalhat6 strukturalis karosoddsa nélkiil
jelentésen befolyasolja a szivizomsejtek kontraktilis rendszerének miikddését, illetve
annak szabalyozasat.

Kiilonb6z6 poszttranszlacios oxidativ fehérjemodosulasok (pl. SH csoport oxidacio,
fehérje nitrozilacid, fehérje karbonilacid, stb.) szerepérdl szamoltak mar be kordbban,
melyek oxidativ stresszallapotok kapcsan kontraktilis diszfunkciohoz vezethetnek [22]. A
mechanizmust, ahogy az oxidativ hatasok funkcionalis karosodashoz vezetnek, néhany
esetben sikeriilt feltarni. Fontos megjegyezni, hogy a kontraktilis rendszer felépitésében
résztvevo fehérjék mellett a Ca?*-homeosztazis szerepldinek oxidativ kérosodéasa szintén
kontraktilis diszfunkciohoz vezethet [51], azonban jelen tanulmanyban a kisérleti
elrendezésnek, a permeabilizalt szivizomsejteknek koszonhetden lehetévé valt, hogy
kizarolag a kontraktilis rendszerre koncentraljunk. Mas munkacsoportok a kontraktilis
rendszer érintettségével kapcsolatban szuperoxid anionok hatdsdra az izometrias aktiv erd
koncentracio-fliggd csokkenését tapasztaltdk patkany jobb kamrai trabekuldkon, mig ez az
expozici6 nem okozott valtozast a Ca2+-érzékenységben [52]. Ehhez hasonléan a

peroxinitrit indukalta fehérje nitracid is kontraktilis diszfunkciot eredményezettt mind
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izolalt patkany, mind human szivizomsejteken [53, 54]. Laboratoriumunkban korabban
igazoltak, hogy az aktin és az MLC-1 fehérjék nagymértékti SH oxidacioja komplex
Osszefiiggést mutat a kontraktilis rendszer miikodésével, csokkenti a Ca**-aktivalt aktiv
erbt, a Ca®*-érzékenységet, valamint emeli a Ca*'-fiiggetlen passziv erét [55]. Mindezek
mellett azonban gyakorlatilag nem rendelkeziink hasonld informaciérol a human
szivizomsejtek karbonilacidja és kontraktilis funkcidja kozotti Gsszefliggésekrdl, habar
ezen oxidativ modosulas szerepérél szamoltak be mar tobb korképpel kapcsolatban [33].
Szerotonin-indukalt jobb kamrai fehérje karbonilacio szerepét mutattak ki a jobb szivfél
elégtelenség patkany modelljében, mint fontos patofiziologiai faktort [56]. Ezen feliil a
miofibrillaris aktin karbonilaciojar6l szamoltak be experimentalis iszkémia/reperfiizio
kapcsan, illetve H,O, expoziciot kovetden [25]. Ugyanezen munkacsoport a vékony
filamentum felépitésében résztvevd tropomiozin karbonildcidjat detektalta sertés és kutya
szivizommintakban koronaria mikroembolizaciot kovetden, s6t az oxidacid mértéke és a
megfigyelt kontraktilis diszfunkcié kozott korrelaciot figyeltek meg [14]. Egy
posztinfarktusos egér modellben pedig tovabbi kontraktilis fehérjék, a MyBPC és a MHC
karbonilaciojara deriilt fény [57]. Tovabba miokardalis infarktuson vagy koronaria bypass
miitéten atesett betegek szérumabdl is fokozottan karbonilalt fehérjéket sikeriilt kimutatni
[41, 42], ahogy szivelégtelen betegek biopszias mintaiban a tropomiozin karbonilacidjat
Osszefliggésbe hoztak a kontraktilis funkcié romlasaval [46]. Ezek az adatok alatimasztjak,
hogy a fehérje karbonilacié egy jelentés oxidativ marker, mely patofizioldgiai szerepet is
jatszik szamos koros folyamatban.

Ebben a kisérletsorozatban a kontraktilis fehérjék karbonilacidjat Fenton-reakcid
segitségével 1déztiik el6 human permeabilizalt szivizomsejtekben. A reakci6 lejatszédasara
bizonyitékok allnak rendelkezésre human szivelégtelen mintakban [58] és

iszkémia/reperfizios karosodas kapcsan [59]. A Fenton-reakcio széles korben alkalmazott
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in vitro koriilmények kozott - mint modellrendszer - a hidroxil gyok termelés kivaltasara
vas(Il) és H,O, felhasznalasaval [40, 60, 61]. Az altalunk alkalmazott technika, az izolalt
permeabilizalt szivizomsejteken végrehajtott kezelések lehetové teszik a karbonilacio
kontraktilis rendszerre kifejtett hatdsainak tanulméanyozéasat, ugyanis a permeabilizalt
preparatumok esetén nem kell szdmolnunk a membran komponensek, az intracellularis
organellumok és a Ca®*-homeosztazis elemeinek valtozasaival és azok kovetkezményeivel
[62].

Természetesen a hidroxil gyok nemcsak karbonilaciot okozhat, ezen szabad
gyokkel kapcsolatban mas tipusu oxidativ modosulasok szerepét sem zarhatjuk ki [40, 63].
Jelen tanulmanyban az irodalmi adatok alapjan is joggal felmeriil6 SH oxidaciora
forditottunk figyelmet, és kizardlag a H,O,-ot extrém magas koncentracidban tartalmazo
Fenton-reagens alkalmazasa esetén tapasztaltunk statisztikailag is szignifikans mértéki SH
oxidaciot. Mérsékeltebb oxidativ hatdsok, azaz alacsonyabb H,O, koncentraci6é esetén
jelentds SH oxidacié nem kovetkezett be, illetve az SH-reagens DTT alkalmazisa sem
befolyasolta a Fenton indukélta mechanikai valtozasokat. Ezek az adatok alatdmasztjak azt
a hipotézist, miszerint ezek a valtozdsok nem az SH oxidéaci6, hanem a karbonilacio
kovetkezményei. Ezt tdmogatja az a tény is, hogy a kontraktilis rendszer fehérjéi
fokozottan érzékenyek a karbonilaci6 irdnt. Az Aaltalunk alkalmazott emelkedd
koncentraciok esetén fokozodo fehérje karbonilaciot detektaltunk, ezzel parhuzamosan
pedig a szivizomsejtek fokozatosan csokkend izometrids erd generdldsara képesek. A
kisérleteink sordn alkalmazott extrém koncentracidk és a kovetkezményesen termelddd
szabad gyokok ilyen nagy mennyiségben kevéssé valoszinti, hogy fiziologias koriilmények
kozott el6fordulnak a szervezetben [64]. Habar, in vivo lokalisan, bizonyos

kompartmentekben nagy eséllyel termelddhetnek olyan mennyiségben hidroxil gyokok,
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melyek karbonilaciot indukalnak. Ez a szabad gyok ugyanis igen reaktiv és azonnal
reakcioba 1ép az elsé sejtkomponenssel, mellyel talalkozik [64].

Ebben az in vitro kisérletsorozatban a hidroxil gyokok a szivizomsejtek kozvetlen
kozelében termelddtek és modositottdk szamos miofilamentaris fehérje szerkezetét,
valamint a proteinek, végs6 soron a szivizomsejtek mitkodését. Arra a kérdésre azonban
nem kaptunk valaszt, hogy egyetlen fehérje vagy tobb miofilamentaris protein
karbonilacidja felelés a megfigyelt mechanikai valtozasokért. Az oxidativ
fehérjemodosulasok tobbnyire funkcidvesztés vagy funkcionyerés, illetve célzott fehérje
sejtfunkciok hanyatlasahoz [65]. Ezek a valtozasok a szivizomsejtek kontraktilis
fehérjerendszerét érintve vezetnek szisztolés ¢€s diasztolés diszfunkcidhoz oxidativ
stresszallapotokban. Kisérleteink sordn a fehérje karbonilacidé csdkkentette az izometrias
aktiv erdt és a kontraktilis rendszer Ca2+-érzékenységét. Ezen véltozasok kovetkeztében
csokken a miokardialis kontrakciok ereje és mindez szisztolés diszfunkcidhoz vezethet.
Ezen feliil a miofilamentumok karbonildcioja novelte a Ca2+-ﬁiggetlen passziv erdt, mely
egy lehetséges molekularis magyarazatként szolgalhat a szivizomsejtek diasztolés
szivelégtelenség kapcsan megfigyelt fokozott rigiditasaért [66].

A Ca2+-érzékenység csokkenésérdl, illetve kontraktilis diszfunkciorol szamos olyan
klinikai allapot kapcsan beszamoltak, melyek oxidativ stresszel jarnak egyiitt. Igy a
miokardidlis stunning soran megfigyelhetd alacsonyabb Ca2+-érzékenység hatterében is
oxidativ hatasokat feltételeznek [67, 68], habar a pontos mechanizmus, a pontos target
sejtkomponens még nem ismert. Tovabba, egy posztinfarktusos egérmodellben kimutattak,
hogy a hidroxil gyokfogd dimetiltiourea alkalmazéasaval kivédheté a bal kamra infarktus
utani  koros atépiilése és a kovetkezményes bal kamra diszfunkcio [69]. Jelen

eredményeink azt sugalljak, hogy a miofilamentumok karbonilacidja egy lehetséges
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0sszekotd kapocs lehet az oxidativ stressz és a csokkent Ca2+-érzékenység okozta

kontraktilis diszfunkci6 kozott a fenti korallapotokban.

52. A Kkarbonilici6o jelentésége a kontraktilis rendszer posztinfarktusos
Munkdam masodik része a posztinfarktusos bal kamrai szivizom-atépiilést tanulmanyozta
egy egérmodellen 10 héttel a bal eliilsé leszalld koronaria artéria lekotésével okozott
szivinfarktus utan. A globalis bal kamra diszfunkci6 hatterében vizsgaltuk az egyes bal
kamrai szegmentumokbol szarmazd szivizomsejtek kontraktilis funkciojat, és ezaltal a
régio-specifikus szivizom-atépiilés tanulmanyozasa volt a célunk. Az infarktusos eliilsd,
valamint az infarktus altal kozvetleniil nem érintett tavoli, inferior bal kamrai teriiletekrol
szarmaz6 Kardiomiocitakat elkiilonitve vizsgaltuk. Az infarktusos teriileten a kontraktilis
rendszer Ca2+-érzékenységének csOkkenését és ezzel parhuzamosan kifejezett oxidativ
hatasokra utalé kontraktilis fehérje modosulasokat (karbonilacio, SH oxidacid) figyeltiink
meg. Emellett kontroll egerekbdl szarmazo szivizomsejteken a huméan mintakhoz
hasonloan szelektiv fehérje karbonilacidval a Ca**-érzékenység csokkenését sikeriilt elérni,
mely fiiggetlennek bizonyult a miofilamentumok foszforilacios statuszatol. Tovabb
vizsgalva a karbonilacio és a Ca2+-érzékenység csokkenése kozotti kapcsolatot, egy
latszélagosan linearis dsszefiiggést sikeriilt kimutatnunk a fehérje karbonilacio és a Ca®'-
érzékenység csokkenés mértéke kozott. Igy ezen adataink is alatdmasztjak, hogy a
miofilamentaris fehérje karbonilacido képes a kontraktilis rendszer Ca2+-érzékenységének
csokkentésére. Ez a valtozds a szivinfarktust kovetden a heges teriileten taléld
szivizomsejtekben kimutathat6 és hozzajarulhat a posztinfarktusos regionalis bal kamra
diszfunkciohoz.

A posztinfaktusos szivizom-atépiilés €s a kovetkezményes bal kamra diszfunkcid

egy igen intenziven kutatott teriilet a kardiovaszkularis fiziologiaban. Tobb tanulmany is
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aldtdmasztotta, hogy a kontraktilis rendszer Ca2+-érzékenységének valtozasa fontos
szerepet jatszik a szisztolés diszfunkcid ¢és a posztinfarktusos szivelégtelenség
kialakulasaban. A szakirodalomban kiilonbozé eredményeket talalhatunk a Ca®'-
érzékenység valtozasanak iranyarol és mértékérdl az infarktust kovetd szivizom-atépiilés
folyamataval kapcsolatban, jelenleg még nem sziiletett egységes allaspont a fenti
kérdésben [10, 12, 18, 57, 70-74]. Ez az ecllentmondasossag valdsziniileg annak
koszonhetd, hogy az egyes kutatécsoportok kiillonbozé allatmodelleket vagy human
mintakat hasznalnak, és a szivizom-atépiilés folyamatanak kiilonb6zé iddpontjaiban
tanulmanyozzdk a jobb, illetve a bal kamra eltérd teriileteit. Ezek a tényezék mind
magyarazhatjak az eltérdé eredményeket, masrészt viszont mozaikként felépitve segithetnek
megérteni a bal kamrai remodellacié folyamatat. A fenti tanulményok elsdsorban az
infarktus altal kozvetleniil nem érintett bal, illetve jobb kamrai teriiletekre koncentraltak,
mig mi a jelen kutatdsunk sordn mind az infarktusos, mind a tavolabbi bal kamrai
tertileteket vizsgaltuk.

10 héttel az infarktus utdn nem taldltunk kiilonbséget az egészséges kontroll és az
infarktus altal kozvetleniil nem érintett teriiletekrdl szarmazo6 szivizomsejtek mechanikai
paramétereiben. Ezzel szemben az infarktusos teriileten sikeriilt taléld szivizomsejt
csoportokat azonositanunk, melyek csokkent Caz+-érzékenységge1 jellemezhetdk. A
megvaltozott Ca**-érzékenység ellenére a Frank-Starling mechanizmus molekuléris alapjat
képezd hosszfiiggd Ca’*-érzékenyités, azaz a szarkomerhossz novelésére (1,9 pm-rél 2,3
um-re) bekdvetkezd Ca’’-érzékenység fokozodas —osszehasonlithatd mértékii  volt
(4pCasp~0,1) minden altalunk vizsgalt csoportban, igy megtartott volt az atépiilésen
keresztiiles6 bal kamra egészében. Ezeket a valtozasokat 10 héttel az infarktus utan sikertilt
Kimutatnunk, de nem zarhatjuk ki a mechanikai paraméterek tovabbi vagy mas iranyu

valtozasainak lehet6ségét a remodellacio korabbi vagy késébbi idopontjaiban.
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A kontraktilis rendszer Ca?*-érzékenységét a kontraktilis fehérjék, dontden a Tnl és
a MyBPC foszforilacids allapota hatarozza meg fiziologias koriilmények kozott [72, 75].
Szamos korabbi tanulmany, mely a poszinfarktusos bal kamrai szivizomsejtek ca*'-
érzékenysége ¢és a Tnl foszforilacidja kozotti osszefliggéseket kutatta, kimutatta, hogy a
csokkent PKA-dependens és a fokozott PKC-fiiggd Tnl foszforilacid kovetkeztében jon
létre a kontraktilis rendszer Ca®*-érzékenységének ndvekedése [13], illetve csokkenése a
szivinfarktust kovetéen [12]. Ezt megvizsgalva a sajat modelliinkben az infarktusos
teriileten a Tnl csokkent PKA-fiiggd foszforilacidjat tapasztaltuk, melyet a foszforilacié
mértékének kimutatasa mellett in vitro PKA kezeléssel is alatamasztottunk. Ez utdbbi
ugyanis a Ca®*-er Osszefliggés tovabbi jobbra tolodasat, a Ca2+-érzékenység tovabbi
csokkenését eredményezte az infarktusos teriiletrél szarmaz6 mintdkban, azonban nem
okozott valtozast az egészséges kontroll szivizomsejtekben. Ezen eredményeink
Osszhangban 4allnak mas munkacsoportok eredményeivel, miszerint a PKA-fiiggd Tnl
foszforilacié egyik fontos meghatarozoja a kontraktilis rendszer Ca?*-érzékenységének [16,
76], bar ebben a tanulmanyban azt lattuk, hogy sem a PKA-, sem a PKC-fiiggé Tnl
foszforilacid kozvetleniil nem felelds az infarktusos teriiletrdl szarmazé szivizomsejtekben
megfigyelt alacsonyabb Ca®*-érzékenységért, ami felveti mas molekularis mechanizmus
szerepét.

Mivel az oxidativ stressz egy ismert patofiziologiai faktor a posztinfarktusos
miokardium remodellacioban, az oxidativ fehérje moddosulasok szerepe joggal
feltételezhetd ezen folyamat soran [5, 77]. A miofilamentaris fehérjéket tobb tipust
oxidativ modosulas érintheti az infarktus kapcsan, tobbek kozott SH oxidacio [78], a lizin,
arginin ¢s prolin reziduumok karbonilacioja [45] vagy a peroxinitrit medialta nitracié [79].
Ezek koziil az antioxidansokkal revertalhatd SH oxidaci6 [55] és a human mintakon kapott

eredményeink alapjan a karbonilacio szerepe vet6dott fel a Ca**-érzékenység
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csokkenésében. Ezen adatok alapjan megvizsgaltuk az SH oxidaci6 mértékét, mely
fokozodott az infarktusos teriiletrdl izolalt szivizomsejtekben. Korabbi eredményekkel
Osszhangban ez a valtozas visszafordithatd volt SH-reagens DTT in vitro alkalmazasaval,
azonban az SH oxidacié mértékének csokkentése nem jart egylitt az alacsonyabb ca*'-
érzékenység kontroll szintre torténd emelkedésével. Ezen jelenség egy lehetséges
magyarazataul szolgalhatnak korabbi adatok, melyek szerint az SH csoportok dontd
részének oxidaldodnia kell a funkcionalis valtozasok kialakulasahoz [55]. Feltételezziik,
hogy az SH oxidaci6 mértéke nem éri el azt a szintet ebben a modellben, amely
funkcionalis valtozasokhoz vezetne. Igy tehéat az infarktusos teriiletre jellemzd alacsonyabb
Ca2+-érzékenység meghatarozasaban nem jatszik kozponti szerepet az infarktusos teriiletr6l
szdrmazo6 mintakban detektalhat6 kismértékli SH oxidécio.

A fehérje karbonilacié, mint a stlyos oxidativ stressz markere szamos
tanulmanyban felmeriilt a posztinfarktusos remodellacio résztvevdjeként [14, 25, 46]. Jelen
tanulmanyban az aktin és a MHC fokozott karbonilacidjat mutattuk ki az infarktusos
szivizomsejtekben, mig az infarktus 4ltal nem érintett teriileten a kontrollnak megfeleld
karbonilaciot detektaltunk 10 héttel a koronaria ligaciot kovetden. Mindezek felvetették a
karbonilacio esetleges patofiziologiai szerepét az infarktusos teriileten taléld
szivizomsejtek atépiilésében. Ezért in vitro kiséreteket végeztiink kontroll egér
szivizomsejteken is, melyek soran hidroxil gyokok képzodését indukalva sikertiilt az aktin
¢s a MHC karbonilaciojat kivaltani. Az in vitro karbonilaci6 a human szivizomsejteken
tapasztaltakhoz hasonldéan csokkentette az izometrias aktiv erdét, habar ez a valtozas nem
mutatkozott meg az in vivo infarktusos egérmodellben, ahol a csokkent Ca®*-
érzékenységgel jellemezhetd szivizomsejtek izometrias ereje megtartott volt. Az irodalmi
adatok a Ca2+—érzékenységhez hasonloan az aktiv erd posztinfarktusos valtozasat illetéen

sem egyértelmiiek [8, 10, 12]. Jelen esetben feltételezziik, hogy az ellentmondas egyik
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lehetséges magyarazata az in vitro és in vivo koriilmények kozott 1étrejovo eltéré mértéki
miofibrillaris fehérje karbonilacioban keresendo.

Eredményeink az irodalmi adatokkal Osszhangban azt tiikrozik, hogy az eltérd
tipusu poszttranszlacios fehérje modosulasok, mint a fehérje foszforilacio és a karbonilacio
jelentdsen befolyasoljak a kontraktilis rendszer mikodését, foként a Ca2+-érzékenységet.
Tovabba szamos adat all rendelkezésre, miszerint a kontraktilis rendszer mikodésének
szabalyozasaban résztvevd enzimek aktivitdsat a szabad gyokok okozta oxidativ
valtozasok is befolyasoljak [31]. A tovabbiakban ezért a karbonilacié és a foszforilacios
modosulas kozotti Osszefiiggések vizsgdlatdra tettliink kisérletet PKA ¢és kiilonb6zd
foszfatdzok alkalmazasaval, s azt tapasztaltuk, hogy a fehérjék foszforilacios allapota nem
befolyasolja a karbonilaci6 hatdsara bekdvetkezd Ca2+-érzékenység csOkkenés mértékét.
Kisérleteink soran a PPlc csokkentette, mig a PP2Ac emelte a Ca2+-érzékenységet,
irodalmi adatokkal 6sszhangban [49, 50], melyek alapjan mindez az MLC-2, illetve Tnl
defoszforilaciojan keresztiil valosul meg. A foszforilacids statusz fenti véltozdsai utan
szekvencialisan provokalt karbonildcié hasonlé mértékben csokkentette a kontraktilis
rendszer Ca2+-érzékenységét, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérje karbonilacio
mechanikai hatésai fliggetlenek a fehérjék aktudlis foszforilacids allapotatdl. Ezt az
elképzelést tovabb tamogattak a rekombinans Tn komplexeken végrehajtott kisérleteink,
ahol szintén hasonl6 karbonilacios hatasokat detektaltunk a Tn alegységekben, fliggetleniil
a Tnl PKA-fiigg foszforilacids statuszatol. Kovetkezd 1épésben a karbonilacié és a Ca”'-
érzékenység csokkenés mértéke k6zott mutattunk ki pozitiv korrelaciot, az in vitro és az in

Vivo adatokat is felhasznalva.
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Fosztinfarkiusos kontraktilis diszfunkcio

16.dbra Osszefoglalds: a posztinfarktusos szivizom-dtépiilés molekuldris résztvevéi az infarktusos
egérmodellben. A szivinfarktust koveto hosszas neurohumordlis aktivacio és oxidativ folyamatok,
kiemelten a fehérje karbonilacié 10 héttel az infarktust kévetéen a kontraktilis rendszer Ca**-
erzékenysegének  csokkenéséhez vezetnek, mely hozzajarul a  kontraktilis  diszfunkcio
kialakulasahoz.

Osszefoglalva tehat adataink arra utalnak, hogy az experimentalis szivinfarktus
kapcsan 1étrejové fehérje karbonilacié a kontraktilis rendszer Ca*-érzékenységének
csokkenésehez vezet az infarktusos teriiletr6l szarmazo6 szivizomsejtekben, s6t ez az
irreverzibilis fehérje modosulas egyéb mechanizmusok, mint példaul a PKA-fiiggd Tnl
foszforilacio ellenkezd iranyl hatasait is képes feliilirni. Az infarktusos teriileten tuléld
szivizomsejtekben a miofibrillumok karbonilacidja a posztinfarktusos kontraktilis
diszfunkcio egyik meghataroz6 tényezdje lehet, de természetesen mas mechanizmusok is
szerepet kaphatnak ebben a folyamatban (16. 4bra). Megtartott Ca®*-homeosztazis mellett a

Ca2+-érzékenység csokkenése kovetkeztében az infarktusos teriileten tGl€l6 miokardium

hipokontraktilissa valhat, hozz4jarulva ezzel a globalis bal kamra diszfunkciohoz.
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6. Osszefoglalas

A miokardialis infarktus és az infarktust kdvet6 szivizom-atépiilés kovetkeztében kialakulo
szivelégtelenség komoly népegészségiigyi problémat jelent napjainkban. A folyamat
hatterében all6 molekularis mechanizmusok feltérképezése hozzajarulhat a patofiziologia
jobb megértéséhez, ezaltal esetlegesen 1j terapias célpontok talalasdhoz. Az akut esemény
¢és posztinfarktusos remodellacié egyarant oxidativ stresszallapot, melyek soran oxidativ
poszttranszlacids fehérje modosulasokkal kell szamolnunk.

Kisérleteink sordn humén szivizommintdkat felhaszndlva tanulmanyoztuk a
miofilamentaris fehérje karbonilacié kontraktilis rendszerre kifejtett hatasait, valamint a
fehérje karbonildcid posztinfarktusos szivizom-atépiilésben betdltott szerepét vizsgaltuk
egy infarktusos egérmodellben.

Vizsgélataink sordn az aldbbi 10 megallapitasokat tettiik: 1) Az izolalt
szivizomsejtek kontraktilis fehérjéinek karbonilacidja in vitro koriilmények kozott a
Fenton-reakcio segitségével indukalhatd. 2) A miofilamentumok karbonilacidja kdzvetlen
hatassal van a kontraktilis rendszer miikodésére, befolydsolva az izometrids aktiv erdt, a
szivizomsejtek passziv fesziilését, illetve a kontraktilis rendszer Ca2+-érzékenységét. 3)
Szivinfarktust kovetden csokken a kontraktilis rendszer Ca2+-érzékenysége az infarktus
altal kozvetleniil érintett bal kamrai teriileteken. 4) A posztinfarktusos Ca2+-érzékenység
csOkkenés hatterében a fehérje karbonilacid meghatarozo jelentéségi.

Eredményeink alapjan a miofilamentaris fehérjék karbonil4cioja kozvetleniil
befolyasolja a szivizomsejtek kontraktilis rendszerének miikddését, jelentds szerepet
jatszik az infarktust kdvetd bal kamrai szivizom-atépiilés folyamataban, hozzajarulva ezzel

a posztinfarktusos bal kamra diszfunkcio kialakulasahoz.
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Summary

The epidemiological burden of myocardial infarction and the postinfarction remodeling-
related heart failure is growing nowadays. Exploration of the underlying molecular
mechanisms may contribute to the better understanding of the patophysiology and thereby
to the innovation of new therapeutical targets. Oxidative stress is one component of the
acute event and the postinfarction remodeling resulting in oxidative posttranslational
protein modifications.

During our experiments the direct effects of myofilament protein carbonylation on
the contractile system were investigated in human myocardial tissue samples. On the other
hand the role of protein carbonylation in the postinfarction remodeling was studied in a
murine model of myocardial infarction.

During our investigations we made the following key observations: 1)
Carbonylation of the contractile proteins in the isolated human cardiomyocytes could be
induced by the in vitro Fenton-reaction. 2) Myofilament carbonylation affects directly the
function of the contratctile system, modifying the isometric active force, the passive
stiffness of the cardiomyocytes and the Ca*-sensitivity of force production. 3) Decreased
Ca’*-sensitivity of force production was detected in the infarcted area of the left ventricle.
4) Protein carbonylation is a key factor in the determination of the decreased Ca*'-
sensitivity of force production.

Our data indicate that myofilament protein carbonylation has direct effects on the
function of the cardiomyocyte contractile system, it plays a central role in the left
ventricular postinfarction remodeling and thereby contributes to the development of the

postinfarction left ventricular dysfunction.
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7. Roviditésjegyzék

ADP — adenzin-difoszfat

ANOVA - variancia-analizis

ATP — adenozin-trifoszfat

BCA — bicinkoninsav

BSA — borjt szérum albumin

[CaZJ’]iC — intracellularis kalcium-koncentracid
DNPH — dinitrofenilhidrazin

DTDP — 2,2’-ditio-dipiridin

DTT — ditiotreitol

ApCasp — a kalcium-érzékenység valtozas mértéke
ECL — megnévelt kemilumineszcencia

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

EF — ejekcios frakceio

EGTA — etilén-glikol-tetraecetsav

EKG - elektrokardiogram

F i — maximalis Ca?*-aktivalta aktiv izometrias erd
Foassziv — Ca®"-mentes kornyezetben mért passziv erd
F ot — total erd (Faxeyv + Fpassziv)

GPx — glutation-peroxidaz

H,0; — hidrogén-peroxid

I.p. — intraperitonealis

Kir max — €16 regeneralodas sebességi allanddja
LAD - bal eliils6 leszallo koronaria artéria

MHC — miozin nehéz lanc

MI — miokardialis infarktus

MLC-1 — esszencialis miozin konnyi lanc-1
MLC-2 — regulatorikus miozin konnyii lanc-2
MyBPC — miozinkotd C-fehérje

MW — molekulatomeg

NADPH — nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat
nHill — a Ca**—er6 dsszefiiggés meredeksége

NO — nitrogén-monoxid
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OHe- — hidroxil gyok

ONOQ" - peroxinitrit

O, — szuperoxid gyok

PBST — 0,1% Tween-20-tartalmt foszfat puffer

pCa — -logso[Ca’’]

pCasp — a kontraktilis rendszer kalcium-érzékenysége
Pi — inorganikus foszfat

PKA — protein kindz A

PKC — protein kinadz C

PMSF — fenil-metil-szulfonil-fluorid

PP1c - protein-foszfataz-1 katalitikus alegysége
PP2Ac - protein-foszfataz-2 A katalitikus alegysége
RAAS - renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
RIPA — radioimmun esszé

ROS/RNS — reaktiv oxigén/nitrogén szabad gyokok
SDS — natrium-dodecilszulfat

SH — szulfhidril

SL — szarkomerhossz

S22/23 — 22/23. helyen talalhatd szerin aminosav a troponin I molekulaban
T143 — 143. helyen 1év0 treonin aminosav a troponin I molekuldban
Tn — troponin

TnC — troponin C

Tnl —troponin |

TnI-P — a troponin I foszforilalt formaja

TnT —troponin T
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