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1. Bevezetés és irodalmi áttekintés 

1.1. Miokardiális infarktus és a posztinfarktusos remodelláció 

Az iszkémiás szívbetegség világszerte a vezető halálokok közé tartozik, az összhalálozás 

mintegy 12,8%-áért felelős. Európában minden hatodik férfi és hetedik nő halálát a 

miokardiális infarktus (MI) okozza [1]. Az akut szívinfarktus incidenciájára vonatkozó 

hazai adatok hiányosak, de különböző adatbázisok alapján becsülve Magyarországon 

évente 20 000 új infarktusos betegre számíthatunk [2]. A szívinfarktus az elhúzódó (>20 

perc) iszkémia következtében létrejövő szívizomelhalás, melynek diagnózisa a klinikai 

tünetek, EKG eltérések és a kardiális nekroenzimek emelkedett szintje alapján állítható fel. 

A háttérben az esetek nagy részében ateroszklerotikus plakkruptúra és trombotikus 

koszorúér-elzáródás áll. Az utóbbi években számos nemzetközi tanulmány az akut 

miokardiális infarktus mind korai, mind késői halálozásának csökkenését mutatta, mely a 

primer koronária intervenció, a modern antitrombotikus kezelés és a szekunder prevenció 

elterjedésével magyarázható [1].  

Ennek köszönhetően egyre több beteg éli túl az akut eseményt, ezeknél a 

pácienseknél azonban a posztinfarktusos szívizom-átépülés, remodelláció folyamatával 

kell számolnunk, mely végső soron szívelégtelenség kialakulásához vezethet. A 

szívizomzat infarktust követő átépülése mind a nekrotikus, mind az infarktus által 

közvetlenül nem érintett bal kamrai szegmentumokat magában foglalja, klinikailag a 

szívüregek kitágulásában, bal kamra hipertrófiában és romló szisztolés funkcióban 

nyilvánul meg, de a pontos celluláris és molekuláris mechanizmusok még nem teljesen 

tisztázottak. Az infarktus akut szaka során a szívizomsejtek apoptózis és nekrózis útján 

elhalnak. A nekrotizáló terület nagyságát az iszkémiás miokardium méretén kívül egyéb 

tényezők is befolyásolják, így a prekondicionálás mértéke vagy a kollaterális hálózat 

fejlettségi szintje [3].  
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A miokardium limitált endogén regeneratív kapacitásának köszönhetően az elhalt 

területen heg képződik. Az akut miokardiális izomvesztés következtében a neurohumorális 

rendszerek aktivációja következik be. Mindez az akut szakban kompenzatorikus jellegű, a 

perctérfogat fenntartása érdekében történik, azonban hosszú távon ezen folyamatok 

patológiás mértéket öltenek és hozzájárulnak a szívizomzat kóros átépüléséhez. Infarktus 

során elsőként a szimpatikus idegrendszer aktivációja figyelhető meg, melynek pozitív 

inotróp és kronotróp hatásai vannak. Ezzel hozzájárul a perctérfogat fenntartásához, 

azonban növeli a miokardium oxigénigényét, emellett a katekolaminok proarritmiás 

hatásával is számolnunk kell. Hosszú távon az elhúzódó szimpatikotónia a fötális 

génexpresszió aktiválódásához, bal kamra hipertrófiához, valamint fehérje oxidációhoz, 

kóros foszforilációs mintázathoz és kontraktilis diszfunkcióhoz vezet [4]. A kóros 

szívizom-átépüléshez hozzájárul még a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) 

fokozott működése is, mely vazokonstrikció és folyadék retenció által célozza a vérnyomás 

fenntartását, azonban hosszabb távon ez a hatás is ártalmas. Ezen felül számolnunk kell 

még a nátriuretikus pepidek és az endotelinek emelkedett szintjének következményeivel is 

[3]. 

A neurohumorális rendszerek aktivációján kívül egyéb hatásokról sem szabad 

megfeledkezni [5]. A szívizomzatban a nekrózis intenzív gyulladásos reakciót indukál, 

mely az adott területen granulocita infiltrációval és proteolitikus enzimek, valamint szabad 

gyökök felszabadulásával jár együtt. A gyulladásos folyamatok nélkülözhetetlenek az 

elhalt törmelék eltakarításában és a megfelelő hegképződésben, azonban a gyulladásos 

sejtekből és egyéb forrásokból felszabaduló szabad gyökök tovább károsíthatják a 

környező struktúrákat [6]. A proteolitikus enzimek aktivációja és a következményes 

fehérje-degradáció pedig az infarktusos terület expanzióját, esetleg bal kamrai ruptúrát 

eredményezhet. 
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Ezen változások globálisan a szív egészét érintve határozzák meg az infarktus 

kimenetelét, illetve a posztinfarktusos szívizom-átépülés folyamatát. A háttérben a 

miokardiumot felépítő sejtekben, főként a szívizomsejtekben bekövetkező elváltozások 

állnak, ugyanis a fentiek eredőjeként a túlélő szívizomsejtek működése adaptív módon 

megváltozik [6]. Disszertációm egy része a posztinfarktusos szívizomsejt-átépülés 

molekuláris és celluláris elemeire koncentrál. Ezen változások egyaránt érintik a Ca
2+

-

homeosztázis elemeit [7] és a kontraktilis rendszer működését [8]. Ebben a munkában a 

kontraktilis rendszert érintő változásokat tanulmányoztuk, melyek következményeinek 

megértéséhez elengedhetetlen a kontraktilis rendszer felépítésének és működésének 

ismerete.  

1.2. A kontraktilis rendszer felépítése 

A bal kamrai miokardium felépítésében számos sejttípus vesz részt, a szív működése 

szempontjából legnagyobb jelentőséggel a szívizomsejtek bírnak, melyek kontraktilis 

funkciójuk révén biztosítják a véráramlást. Születés után mintegy 6x10
9
 szívizomsejttel 

rendelkezünk, melyek száma az élet során csökken, az idős populáció esetén az eredeti 

sejtszám mintegy egyharmadával számolhatunk [9].  

A szívizomsejtek jellegzetes harántcsíkolatot mutatnak a miofibrillumok 

elrendeződésének köszönhetően. A szívizom funkcionális és morfológiai alapegysége a 

miofilamentumokból felépülő szarkomer, amelyet két Z-lemez határol (1. ábra). Vékony és 

vastag filamentumokat különítünk el, melyek felépítésében számos kontraktilis fehérje 

vesz részt. A vékony filamentumok a Z-lemezhez kapcsolódnak a két szomszédos 

szarkomer felől, míg a vastag filamentumok az A-csíknak megfelelően helyezkednek el.  

A vastag filamentumok zömében miozinból, kisebb részben egyéb fehérjékből 

épülnek fel. A miozin két, kb. 200 kDa molekulatömegű miozin nehéz láncból (-és -

MHC) és négy kisebb polipeptidből (miozin könnyű láncok, az esszenciális MLC-1 és a 
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regulatorikus MLC-2) épül fel. A vastag filamentum felépítésében részt vesz még a 

miozinkötő C-fehérje (MyBPC), mely stabilizálja a filamentumot és különböző típusú 

módosulásainak szerepe van több kórkép kialakulásában. 

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

molekulatömegű globuláris aktin monomerek polimerizációval hozzák létre az aktin 

filamentumot. Két egymás köré tekeredett aktin filamentum szolgáltatja a vékony 

filamentumok vázát. Erre a kettős hélixre fonódik rá a tropomiozin, mely egyrészt 

stabilizálja az aktint, másrészt pedig takarja az aktin miozinkötő helyeit. A vékony 

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

kötődik (1. ábra). A Tn három különböző funkcióval rendelkező alegységből áll.  

  

 

 

1. ábra A kontraktilis rendszer 

felépítése. A szívizomrostok 

szívizomsejtekből épülnek fel. A 

szívizomsejtek alapegységét a 

vékony és vastag kontraktilis 

filamentumokból felépülő szarkomer 

képezi. A szarkomer óriás 

molekulája, a titin harmadik 

filamentumként vesz részt a 

szarkomer kialakításában. A vékony 

filamentum felépítésében az aktin, a 

tropomiozin és a troponin komplex 

tagjai, a troponin C (TnC), a 

troponin I (TnI) és a troponin T 

(TnT) vesznek részt. A vastag 

filamentumot többek között a miozin 

nehéz lánc (MHC), a miozin könnyű 

láncok (MLC) és a miozinkötő C-

fehérje (MyBPC) alkotják. Opie, L. 

H. (2004). Heart physiology from 

cell to circulation alapján 

módosítva.  
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A troponin C (TnC) a Ca
2+

-kötő fehérje, mely Ca
2+

-szenzorként működve az aktin 

és a miozin kölcsönhatását [Ca
2+

]-függő módon szabályozza, a troponin T (TnT) a 

tropomiozint kötő egység, végül a troponin I (TnI) az aktin-miozin interakciót gátló 

struktúra. A szívizomzat harmadik filamentumaként is említik a titint, mely a szívizomzat 

óriási fehérjéje. Komplex funkciókat tölt be a kontraktilis rendszerben, többek között 

stabilizálja a miozin filamentumokat, másrészt molekuláris rugóként működve fontos 

szerepe van a szívizomsejtek passzív feszülésének meghatározásában [9]. 

1.3. A kontrakció mechanizmusa 

A kontrakció alapját az akciós potenciál hatására a kamrai szívizomsejtek citoplazmájába 

beáramló Ca
2+

 képezi. A diasztolés 10
-7

 mol/l-es [Ca
2+

]ic az extracelluláris térből és 

döntően az intracelluláris raktárakból beáramló Ca
2+

 következtében 10
-6

 mol/l-es értékre 

emelkedik az akciós potenciál hatására megnyíló ioncsatornák közreműködésével [9]. A 

sejtekbe beáramló Ca
2+

 a TnC-hez kötődve lehetővé teszi a vékony filamentumok vázát 

alkotó aktin és a vastag filamentum miozinja közötti kapcsolat létrejöttét. Az aktin-miozin 

ciklikus interakció lényege, hogy időről-időre kereszthidak/keresztkötések alakulnak ki az 

aktin és a miozin között, melynek eredményeként a vékony filamentumok becsúsznak a 

vastag filamentumok közé („sliding”/csúszófilamentum mechanizmus), a szarkomer 

közepének irányába. Az aktin-miozin kapcsolat az adenozin-trifoszfát (ATP) hidrolíziséből 

származó kémiai energiát mechanikai munkává konvertálja. Nyugalmi állapotban a miozin 

adenozin-difoszfátot (ADP) és inorganikus foszfátot (Pi) köt. Amennyiben az [Ca
2+

]ic 

emelkedik, úgy a vékony filamentumokon végbemenő konformációs változások a 

miozinfejek aktinhoz való kapcsolódását indukálják, az izom aktiválódik. A 

keresztkötésekről ezt követően disszociál az ADP és az Pi, amit a miozinfej erőt generáló 

konformáció-változása kísér („power stroke”), ennek eredményeként a vékony és vastag 

filamentumok egymás fölött elmozdulnak („sliding”), kezdetét veszi a rövidülés. Az aktin 
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és miozin ezt követő disszociációjához a miozinnak ATP megkötésére van szüksége. Az 

intracelluláris ATP koncentráció csökkenésével járó kóros állapotokban (pl. hosszantartó 

iszkémia során) az ATP hiány következtében az aktin-miozin kapcsolat rögzülhet, mely a 

szívizomzatban rigoros tónusfokozódást eredményezhet. Az ATP-kötés hatására csökken 

tehát (átmenetileg) a miozin affinitása a Ca
2+

-ot kötött vékony filamentum iránt. A miozin 

ezután ismét hasítja az ATP-t. Az ebből származó energia azonban nem szabadul fel 

közvetlenül, ahhoz a miozinnak ismét az aktinhoz (rendszerint újabb kötőhelyen) kell 

kapcsolódnia. Az újból létrejövő kapcsolat teszi teljessé a ciklust, mely - ha az [Ca
2+

]ic 

továbbra is magas - a fenti lépések ismétlődésével folytatódik. Ép metabolikus viszonyok 

mellett a rövidülés addig tart, amíg az [Ca
2+

]ic ismét alacsony szintre nem süllyed [9]. 

Újabb vizsgálatok alapján számos közti lépéssel számolhatunk még, melynek 

ismertetésétől a disszertációban eltekintek. 

1.4. A kontraktilis erő Ca
2+

-függése és annak meghatározása 

Az összehúzódás erejét elsősorban a Ca
2+

 szabályozza. A szív miofibrilláris struktúrái által 

generált kontraktilis erőt és annak Ca
2+

-függését gyakran membránrendszerüktől 

megfosztott, ún. permeabilizált szívizomsejteken tanulmányozzák izometriás Ca
2+

-

kontraktúra kialakulása során. Intakt szívizomsejteken mindez akadályokba ütközik, ami 

az [Ca
2+

]ic folyamatos és gyors változásából, valamint az [Ca
2+

]ic mérésének nehézségeiből 

adódik. Ezzel szemben a permeabilizált preparátumok mioplazmatikus terében a szabad 

[Ca
2+

] szabályozható, a kialakult erő pedig kontrollált szarkomerhosszak mellett 

egyidejűleg mérhető. Amennyiben az erőértékeket a Ca
2+

-koncentráció függvényben 

tüntetjük fel, úgy jellegzetes szigmoid lefutású görbét kapunk (Ca
2+

-erő összefüggés vagy 

Ca
2+

-érzékenységi görbe). A [Ca
2+

] kifejezésére rendszerint a moláris érték tízes alapú 

logaritmusának -1-szeresét alkalmazzuk (-log10[Ca
2+

] = pCa), így pCa-erő összefüggésről 

is beszélhetünk. A szigmoid lefutású görbe az ún. Hill-egyenlettel illeszthető, mely a 



9 
 

kontraktilis rendszer által generált erő Ca
2+

-függésének legfontosabb kvantitatív értékeit 

tartalmazza, így az ún. Hill-koefficienst (nHill) és a félmaximális erő kifejlődéséhez 

szükséges Ca
2+

-koncentrációt (pCa50). Az nHill a szigmoid görbe meredekségére, és 

egyúttal a kontraktilis rendszeren belüli kooperativitás mértékére jellemző adat. A pCa50 

értéke a TnC Ca
2+

 iránti affinitásának függvénye, ez a paraméter a kontraktilis 

fehérjerendszer Ca
2+

 iránti érzékenységét önmagában jellemzi. A kontraktilis rendszer 

Ca
2+

-érzékenysége nagyban függ a szarkomerhossztól, az úgynevezett hosszfüggő Ca
2+

-

érzékenyítés képezi a Frank-Starling mechanizmus alapját. A szívizomsejtek nyújtása, azaz 

a szakomerhossz növelés hatására fokozódik a TnC Ca
2+

-érzékenysége és 

következményesen a kontrakciós erő. Ezen felül számos tényező és állapot befolyásolja 

még a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységét. Jelen munkában a posztinfarktusos 

eltérésekre és az oxidatív stressz kontraktilis hatásaira összpontosítottunk. 

1.5. A kontraktilis rendszer posztinfarktusos remodellációja 

A szívinfarktust követő miofilamentáris változásokról számos tanulmány látott napvilágot 

az utóbbi években. A kontraktilis rendszer működését jellemző paraméterek közül a 

kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenysége került leginkább a figyelem középpontjába, 

melyről még jelenleg is ellentmondásos adatok állnak rendelkezésre. Több munkacsoport 

eredményei arra utalnak, hogy szívinfarktus után nem változik a Ca
2+

-érzékenység [10, 

11]. Ezzel szemben de Tombe és munkatársai alacsonyabb Ca
2+

-érzékenységet mutattak ki 

[12] patkányokban 32-36 héttel az infarktust követően. Mások a Ca
2+

-érzékenység 

konzekvens növekedéséről számoltak be [8, 13], így például van der Velden 

munkacsoportja 3 héttel az infarktus után egy sertésmodellen mutatta ki a Ca
2+

-

érzékenység fokozódását. Az irodalmi adatokat a Ca
2+

-érzékenység posztinfarktusos 

változásairól táblázat formájában tüntettem fel (1. táblázat). 
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A Ca
2+

-érzékenység változásának hátterében a miofilamentumokat felépítő fehérjék 

poszttranszlációs módosulásai állnak [8, 14, 15]. A szívinfarktus lezajlását követően a 

perctérfogat fenntartása érdekében tartósan aktiválódó neurohumorális rendszerek (RAAS 

és a szimpatikus idegrendszer mediálta β-adrenerg stimuláció) hatására megváltozik a 

fehérjék foszforilációja [4]. A tartós szimpatikus aktiváció következtében a 

szívizomsejtekben β-adrenerg downreguláció jön létre, mely a protein kináz A (PKA) 

mediálta csökkent miofilamentáris fehérje foszforilációban nyilvánul meg [13, 16-19]. A 

fokozott RAAS aktivációhoz köthető megnövekedett protein kináz C (PKC)-függő 

foszforiláció szerepe szintén megerősítést nyert [20].  

kísérleti 

állat 
modell 

AMI óta eltelt 

idő 

mintavételezés 

helye 

Ca
2+

-érzékenység 

változás iránya 
referencia 

patkány 
koronária 

ligáció 
32-36 hét 

nem infarcerált 

szeptális és bal 

kamra szabad fali 

miokardium 

↓ Belin, 2006 

patkány 
koronária 

ligáció 
24 hét jobb kamra ↓ de Tombe, 1996 

patkány 
koronária 

ligáció 
14 hét 

nem infarcerált bal 

kamrai miokardium 
↔ Cazorla, 2005 

patkány 
koronária 

ligáció 
12 hét jobb kamra ↔ Daniels, 2001 

patkány 
koronária 

ligáció 
12 és 28 hét jobb kamra ↔ Daniels, 2007 

egér 

1 óra koronária 

ligáció és 24 

óra reperfúzió 

24 óra 

távoli, nem 

infarcerált bal 

kamrai miokardium 

↔ Rao, 2007 

sertés 
koronária 

ligáció 
3 hét 

távoli, nem 

infarcerált bal 

kamrai miokardium 

↑ 
van der Velden, 

2004 

sertés 
koronária 

ligáció 
3 hét 

nem infarcerált bal 

kamrai miokardium 
↑ Duncker, 2009 

 1.táblázat Irodalmi adatok összefoglalása a Ca
2+

 érzékenység posztinfarktusos változásairól. 

 

A foszforilációs hatásokon kívül az oxidatív eredetű poszttranszlációs fehérje 

módosulásoknak is kiemelkedő jelentősége van a kontraktilis rendszer működésének 

szabályozásában [21-24]. Az aktin és a tropomiozin karbonilációját és szulfhidril (SH) 

csoportjainak oxidációját találták iszkémiát követően patkány bal kamrában [25], illetve a 
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tropomiozin SH oxidációját kimutatták sertés és kutya szívekben koronária 

mikroembolizációt követően [14]. Ezen felül a tropomiozin SH oxidációját összefüggésbe 

hozták a kontraktilis diszfunkció mértékével is a sertés modellben. Ezek az adatok arra 

utalnak, hogy az oxidatív károsodás, ha csak részben is, de felelős lehet a posztinfarktusos 

miokardiális funkcióromlásért.  

Míg az iszkémia közvetlen hatásai az infarcerálódott területre korlátozódnak, a 

szívizomzat átépülése az iszkémia által közvetlenül nem érintett területen is fellelhető [6, 

26]. Az azonban nem tisztázott, hogy a fent részletezett neurohumorális és oxidatív hatások 

egyformán érvényesülnek-e a bal kamra különböző területein, beleértve az elzáródott ér 

ellátási területén túlélő szívizomzatot is. Kísérleteink során többek között erre a kérdésre is 

választ kerestünk. 

1.6.  Szabad gyökök és oxidatív stressz 

Az oxidatív stressz a reaktív oxigén/nitrogén szabad gyökök (ROS/RNS) és az antioxidáns 

mechanizmusok közötti egyensúly megbomlásával jellemezhető állapot, mely szerepet 

játszik több kardiovaszkuláris kórkép kialakulásában, így a szívelégtelenség [27, 28] vagy 

a posztinfarktusos remodelláció folyamatában [5]. A szabad gyökök fő forrását a 

kardiovaszkuláris rendszerben a mitokondriális légzési lánc jelenti, emellett 

nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfát-oxidázok (NADPH oxidázok), a xantin-oxidáz, 

nitrogén-monoxid szintetáz, a mieloperoxidáz és a lipoxigenázok is jelentős mennyiségű 

szabad gyök termeléséért felelősek [29]. Míg fiziológiás körülmények között enzimatikus 

és nem-enzimatikus antioxidáns rendszerek ellensúlyozzák a ROS/RNS káros hatásait, az 

oxidatív stresszállapotokat az antioxidánsokkal szembeni ROS/RNS túlsúly jellemzi. Az 

oxigén alapú szabad gyökök az oxigén inkomplett redukciója kapcsán jönnek létre. A 

sejtben keletkező ROS között tartjuk számon a rövid féléletidejű, nem 

membránpermeábilis szuperoxid gyököt (O2
•-
), melyből szuperoxid-dizmutáz hatására 
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hidrogén-peroxid (H2O2) keletkezik. A H2O2 egy sokkal stabilabb molekula, 

membránpermeábilis és fontos résztvevője a celluláris redox homeosztázisnak. Kataláz és 

glutation-peroxidáz közreműködésével közömbösíthető, végeredményben víz képződik 

belőle. Fémionok jelenlétében azonban a H2O2 a Fenton-reakció során hidroxil gyökké 

(OH•) alakul (2. ábra). A szabad gyökök között ez utóbbi a legreaktívabb, ezáltal a 

legsúlyosabb károsodást képes létrehozni. A nitrogén szabad gyökök közül kiemelendő a 

nitrogén-monoxid (NO•), melyből O2
•-
 jelenlétében egy újabb szabad gyök, a peroxinitrit 

(ONOO
-
) keletkezik. Ezen felül meg kell még említeni a mieloperoxidáz enzim által 

termelt hipoklórossavat, amely szintén egy igen potens oxidatív ágens [29]. 

 Ezek a szabad gyökök fiziológiás körülmények között is keletkeznek, sőt, számos 

fehérje és szignalizációs útvonal működését befolyásolják a kardiovaszkuláris rendszerben. 

Többek között hatással vannak protein foszfatázok és kinázok működésére, befolyásolják 

azok aktivitását, különböző transzkripciós faktorok regulációjában vesznek részt. 

oxigén

O2

szuperoxid

O2
•-

hidrogén-peroxid

H2O2

hidroxil gyök

OH•

víz

H2O

SOD
Fe2+

kataláz

GPx

Fenton-reakció

Fe3+

 

2. ábra A reaktív oxigén szabad gyökök (ROS). A ROS olyan oxigén alapú molekulák, melyek 

külső elektronhéjukon párosítatlan elektront tartalmaznak. Az oxigénből keletkezik a relatíve kis 

reakcióképességű szuperoxid anion, melyből a szuperoxid-dizmutáz (SOD) hatására hidrogén-

peroxid (H2O2) képződik. Ez utóbbi nem rendelkezik párosítatlan elektronnal, fokozott reaktivitása 

miatt mégis a ROS közé sorolják. A H2O2-t a kataláz és a glutation peroxidáz (GPx) semlegesíti, 

míg vas jelenlétében a H2O2-ból a Fenton-reakció során keletkezik a legreaktívabb ROS, a hidroxil 

gyök. www.biotek.com alapján módosítva 
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Ezáltal a vazoreguláció, a sejtnövekedés, a programozott sejthalál, valamint az iszkémiás 

prekondicionálás fontos mediátorai. Továbbá kulcsszerepük van az immunválaszban, a 

patogének elleni küzdelemben [30]. 

Oxidatív stresszállapotokban azonban a túlsúlyba kerülő szabad gyökök károsítják 

a sejteket felépítő nukleinsavakat, lipideket, illetve fehérjéket. A nukleinsavak roncsolása 

révén a mutagenezis, a karcinogenezis és az öregedés folyamatának mediátorai. A lipidek 

közül a foszfolipidek különösen érzékenyek az oxidációra, a lipidperoxidáció fontos 

termékei a malondialdehid és a 4-hidroxi-2-nonenal. A fehérjék oxidációja az aminosavak 

oxidációján keresztül jön létre, melyek közül a cisztein és a metionin különösen 

érzékenyek az oxidatív hatásokra [30].  

A kardiovaszkuláris rendszerben a kontraktilis fehérjék érintettsége strukturális és 

funkcionális változásokon keresztül szisztolés vagy diasztolés diszfunkcióhoz vezet. Az 

oxidatív hatás egyrészt közvetlenül érintheti a fehérjéket, másrészt pedig a kontraktilis 

rendszer működésének szabályozásában részt vevő enzimek oxidációja révén vezethet a 

proteinek kóros működéséhez [31]. A kontraktilis fehérjék közül a teljesség igénye nélkül 

kiemelendő az MHC, MLC-1, MLC-2, MyBPC, az aktin, az alfa-aktinin vagy a titin 

érintettsége, melyek eredményeként megváltozhat a miozin ATP-áz aktivitása, a 

kontraktilis erőgenerálás, a relaxáció folyamata, protein aggregátumok jöhetnek létre, 

végső soron az oxidáció a szarkomer struktúra megbomlásához, fehérje degradációhoz, 

kontraktilis diszfunkcióhoz vezet [32]. A szabad gyökök ezen felül különböző ROS-

szenzitív enzimek, jórészt kinázok (pl.: protein kináz A, C, D, Ca
2+

/kalmodulin-dependens 

protein kináz II) működését is szabályozzák [31], befolyásolva ezzel ezen enzimek 

targetjeinek funkcióját.  
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1.7. Fehérje karboniláció 

A fehérje oxidáció következtében különböző típusú módosulások jöhetnek létre, mint a 

tirozin nitráció, SH oxidáció, glutationiláció vagy a karboniláció [31]. A súlyos oxidatív 

stressz és az oxidatív károsodás okozta fehérje diszfunkció egyik igen gyakran használt 

biomarkere a fehérje karboniláció [33]. A karboniláció egy olyan irreverzibilis oxidatív 

módosulás, mely abban az esetben jön létre, ha reaktív aldehid vagy keton csoportok 

kötődnek a fehérjéket felépítő aminosavakhoz [34]. Primer karboniláció fém-katalizált 

oxidáció során jön létre, mely a prolin, lizin, arginin és treonin aminosavakat érinti [35], 

míg a szekunder karboniláció reaktív lipid aldehidek fehérjékhez történő kötődését jelenti 

[36, 37]. A fém-katalizált oxidáció vas(II) és H2O2 közreműködésével jön létre a Fenton-

reakció során, mely OH• képződését eredményezi [38, 39]. Ez a kémiai reakció széles 

körben elterjedt a fehérje karboniláció in vitro körülmények közötti kivitelezésére és 

vizsgálatára [40]. Fiziológiás körülmények között szabad vas gyakorlatilag nincs sem a 

szérumban, sem pedig az intracelluláris térben, ugyanis fehérjékhez kötött formában van 

jelen. Patológiás körülmények között, például iszkémia hatására azonban szabad vas 

szabadulhat fel, és H2O2-dal reagálva OH• képződését indukálja [38]. Ezt támasztják alá 

azok az adatok is, melyek a szerint a vaskelátor dezferroxamin vagy a hidroxil gyök-kötő 

dimetiltiourea protektív hatásúak, ugyanis ezek a vegyületek a Fenton-reakciót vagy annak 

végtermékét gátolják [38].  

A fehérjék karbonilációja egyrészt módosíthatja az érintett fehérje funkcióját, 

fehérje-degradációt indukálhat, valamint szignalizációs folyamatokat is befolyásolhat [36]. 

Ez utóbbi során antioxidáns (pl.: glutation-S-transzferáz), valamint proinflammatorikus 

gének (pl.: tumor nekrózis faktor α) fokozott eszpressziójáról számoltak be [37]. A fehérje 

karboniláció jelentőségét mutatja, hogy szerepe van számos kórkép kialakulásában. 

Jelentősen emelkedett karbonilációt mutattak ki miokardiális infarktuson átesett és 
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halmozott kardiovaszkuláris rizikófaktorokkal rendelkező betegek szérum fehérjéiben, az 

előbbi csoportban pozitív korreláció volt megfigyelhető a karbonil csoport tartalom és a 

nekroenzim kiáramlás, azaz a sejtkárosodás mértéke között [41]. Szívsebészeti 

beavatkozásokhoz is köthető a karbonil csoportok fokozott képződése [42], sőt újabb 

kardioplégiás oldatok kifejlesztése kapcsán egy fő szempont az extra- és intracelluláris 

vaskelátorok együttes alkalmazása a Fenton-reakció kivédése céljából [43]. Kimutatták a 

MHC karbonilációját és a fehérje következményes csökkent aktivációját diabéteszes 

kardiomiopátiában [44]. Több munkacsoport is beszámolt az aktin és a tropomiozin 

iszkémia/reperfúzió indukálta karbonilációjáról, mely összefüggést mutatott a bal kamra 

diszfunkció mértékével különböző modellekben [14, 25, 45]. Ezen két fehérje fokozott 

karbonilációját mutatták ki szívelégtelen betegek bal kamrai biopsziás mintáiban is, sőt 

szignifikáns korrelációt találtak az oxidatív károsodás és a kontraktilis diszfunkció mértéke 

között [46]. Arról azonban kevés információ áll rendelkezésre, hogy miként modulálja a 

fehérje karboniláció a kontraktilis rendszer működését a szívizomsejtekben.  
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2. Célkitűzések 

 

Kísérleteink során a következő célkitűzéseket tettük: 

1. Megvizsgálni a kontraktilis fehérjék karbonilációjának funkcionális hatásait a 

humán permeabilizált szívizomsejtek kontraktilis rendszerének működésére. 

2. Feltérképezni egy szívinfarktusos egérmodellen a posztinfarktusos szívizom-

átépülés celluláris és molekuláris résztvevőit, az infarktusos és az infarktus által 

közvetlenül nem érintett területeket külön-külön vizsgálva. 

3. Tanulmányozni a fehérje karboniláció részvételét a miokardium remodelláció 

folyamatában. 
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3. Metodikák 

3.1. Szívizomminták 

3.1.1. Humán egészséges donor szívizomminták 

A humán bal kamrai szívizomminták transzplantáció során fel nem használt donor 

szívekből származtak (41 és 46 éves nő, 53 és 57 éves férfi). A donorok agyi aneurizma 

ruptúra és vérzéses stroke következtében haláloztak el, kardiális betegségre utaló leleteik, 

tüneteik nem voltak. A szívek eltávolítását megelőzően rövid ideig tartó dopamin, 

noradrenalin és mannizol kivételével egyéb terápiában nem részesültek. A 

szívizommintákat felhasználásig -80°C-on tároltuk. A humán szívizommintákon végzett 

kísérleteink a Helsinki Deklarációban foglaltaknak teljes mértékben megfeleltek és a 

Magyar Egészségügyi Minisztérium által jóváhagyottak (No. 323-8/2005-1018EKU). 

3.1.2. A miokardiális infarktus egérmodellje 

3.1.2.1. Experimentális szívinfarktus kialakítása 

Az infarktusos egérmodell kialakítása osztrák kollaborációs laboratóriumban valósult meg. 

30 db, 16 hetes OF-1 nőstény egéren (Division of Laboratory Animal Science and 

Genetics, Core Unit of Biomedical Research, Medical University of Vienna, Himberg, 

Ausztria; testsúly: 32,9±0,5 g) intraperitoneális (i.p.) ketamin (100 mg/kg) és xilazin (12 

mg/kg) alkalmazásával bevezetett általános anesztéziában invazív lélegeztetés (HSE 

Minivent; Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Németország) mellett bal oldali 

thoracotomiát végeztünk. A perikardium megnyitását követően a bal elülső leszálló 

koronária artériát (LAD) lekötöttük, majd a mellkast zártuk (MI, n=25). A posztoperatív 

időszakban fájdalomcsillapító kezelést (buprenorfin, 0,1 mg/kg, ivóvízben) alkalmaztunk. 

Áloperált egészséges egerek szolgáltak kontroll csoportként (n=5). Az állatkísérletek a 

Bécsi Orvostudományi Egyetem etikai irányelvei alapján valósultak meg (etikai engedély 
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száma: GZ: 66.009/0173-II/10b/2009). A 10 hetes követési időszakot 10 infarktuson átesett 

egér élte túl (10/25), a posztoperatív mortalitás ebből kalkulálva 60% volt. A korai 

operatív, első 48 órás mortalitás 44% volt (11/25), majd további 4 egér pusztult el a 

ligációt követő 48 óra és egy hét között (16%). A kontroll állatok mindegyike túlélte a 10 

hetes periódust. 

3.1.2.2. Szívultrahang 

A sebészeti beavatkozást követő tízedik héten szívultrahang vizsgálatot (Vevo 770, 

RMV707B; Visualsonics, Torontó, Kanada) végeztünk általános anesztéziában (100 mg/kg 

ketamin, 12 mg/kg xilazin i.p.). A papilláris izmok szintjében felvett paraszternális rövid 

tengelyi metszeteken megmértük a szisztolés és diasztolés bal kamrai átmérőket, melyek 

segítségével a bal kamra szisztolés funkcióját jellemző ejekciós frakciót (EF) kalkuláltuk. 

3.1.2.3. Az infarktus méretének becslése 

Altatott kísérleti állatokból (100 mg/kg ketamin és 12 mg/kg xilazin i.p.) a dobogó szíveket 

eltávolítottuk, jéghideg (4 °C) Krebs-Henseleit-oldatban [118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 2,5 

mM CaCl2, 1,2 mM MgSO4, 1,2 mM K2HPO4, 0,5 mM etilén-diamin-tetraecetsav 

(EDTA), 25 mM NaHCO3, 11,1 mM glükóz; Merck, Darmstadt, Németország] mostuk, 

tömegüket megmértük. A szívek egy részét 4%-os formaldehidben fixáltuk a szövettani 

vizsgálatokhoz, míg másik részét a molekuláris esszékhez és az izometriás erőmérésekhez 

előkészítve több részre osztottuk: elsőként a nagy ereket, illetve a pitvarokat különítettük 

el, ezt követően a jobb kamrát, majd a bal kamra infarktusos területét szeparáltuk az 

infarktus által nem érintett, inferior szegmentumtól. A mintákat folyékony nitrogénben 

fagyasztottuk és felhasználásig −80°C-on tároltuk. Az infarktus által érintett terület 

nagyságát Pfeffer szerint Masson-trikróm festett bal kamrai metszeteken határoztuk meg 

[47]. Röviden, a formalin-fixált szíveket paraffinba ágyaztuk és mikrotóm segítségével 4 

µm-es metszeteket készítettünk. A bázistól a csúcsig öt metszeten Masson-féle trikróm 
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festést alkalmaztunk. Image J szoftver (Image J, National Institute of Health, USA) 

segítségével megmértük a bal kamra kerületét és kalkuláltuk a totál bal kamrai kerületet. 

Az infarktus méretének meghatározásához az infarktus öt metszetben mért hosszát a teljes 

bal kamrai kerület százalékában adtuk meg. 

3.2. In vitro fehérje karboniláció Fenton-reakcióval 

In vitro fehérje karbonilációt Fenton reakcióval idéztünk elő. Az izolált, permeabilizált 

szívizomsejteket Fenton-reagens (relaxáló oldatban 50 µM FeSO4, 6 mM aszkorbinsav és 

humán minták esetében 0-10
5
 µM, egér szívizomsejteken 1,5 mM H2O2) jelenlétében 

inkubáltuk 7 percig szobahőmérsékleten, a mechanikai és a biokémiai kísérletek során 

egyaránt. Az esetleges SH oxidációs hatások kiküszöbölése érdekében a minták egy részét 

10 mM ditiotreitollal (DTT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kezeltük, mely SH-

reagensként az oxidált SH-csoportokat redukálja. A mechanikai mérések során további 

kombinált kezeléseket is alkalmaztunk. 

3.3. Fehérje karboniláció kimutatása oxyblot módszerrel 

A fehérje karboniláció kimutatására preformált gyári kitet (OxyBlot Protein Oxidation 

Detection Kit, Millipore, Billerica, MA, USA) használtunk. Módosított RIPA 

[radioimmunoassay; pH=8, 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Igepal, 0,5% nátrium 

deoxikolát, 6% nátrium-dodecilszulfát (SDS), 1% proteáz inhibítor koktél; Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA] oldat segítségével előkészített fehérje homogenizátumok 

koncentrációját 3 mg/ml-re történő hígítással egységesítettük. A karbonil csoportokat 

derivatizáltuk, mely során a fehérjeoldatokat dinitrofenilhidrazin (DNPH) és 12%-os SDS 

jelenlétében 15 percig inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd neutralizáló oldat és β-

merkaptoetanol hozzáadásával állítottuk le a reakciót. A DNPH egy 4 nitrogén atomot 

tartalmazó, ciklusos aromás benzolgyűrűs vegyület, mely kémiai reakcióba lép a fehérjék 



20 
 

karbonil csoportjaival, melynek során hidrazonkötés jön létre, így azok specifikus 

jelölésére alkalmas. A derivatizált fehérjéket gélelektroforézist követően nitrocellulóz 

membránra transzferáltuk, majd a gyári kitben található dinitrofenilhidrazon-ellenes és 

peroxidázzal kapcsolt specifikus szekunder antitestekkel jelöltük. A karboniláció-

specifikus antitestek eltávolítását követően a membránokat anti-aktin (DAKO A/S, 

Glostrup, Denmark; hígítás: 1:1000 PBST-ben), anti-α-aktinin (Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, USA; hígítás: 1:10000 PBST-ben) és anti-MHC (Developmental Studies Hybridoma 

Bank, Iowa City, IA, USA; hígítás: 1:10000 PBST-ben), valamint peroxidáz enzimmel 

konjugált másodlagos antitestekkel (anti-egér POD; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 

hígítás: 1:20000 PBST-ben) jelöltük. Kemilumineszcens (ECL) módszerrel és 

autoradiográfiával tettük láthatóvá a jeleket, melyek intenzitását Image J szoftver 

segítségével számszerűsítettük. A karboniláció mértékét a fehérjék mennyiségére 

normalizáltuk és karbonilációs indexként fejeztük ki, ahol a kontroll minták karbonilációs 

indexét 1-nek tekintettük. 

3.4. SH oxidáció vizsgálata 

3.4.1. Ellman-reakció 

A humán szívizommintákon végzett kísérletek során az SH oxidáció mértékét Ellman-

reakcióval határoztuk meg. A permeabilizált szívizomsejtek egy részét növekvő H2O2 

koncentrációjú (0-10
5
 µM) Fenton-reagenssel kezeltük. Pozitív és negatív kontrollként 

2,2’-ditio-dipiridinnel (DTDP; 2,5 mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és DTT-vel 

(10 mM) kezelt minták szolgáltak. A mintákat a kezeléseket követően SH-specifikus 

Ellman-reagens [5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesav); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA] 

jelenlétében inkubáltuk (15 perc, szobahő). A reagens a redukált SH csoportokhoz kötődve 

sárga színű terméket eredményez. Az oldatok abszorbanciáját 405 nm-en Novostar 

microplate reader-en mértük és arányosnak tekintettük a minták SH tartalmával. 
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Standardként ismert SH tartalmú N-acetil-cisztein-sorból (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) képzett kalibrációs görbét alkalmaztunk. Az oldatok fehérje koncentrációját 

bicinkoninsavas (BCA) módszerrel határoztuk meg borjú szérum albumint (BSA) 

használva standardként. Az egyes minták relatív SH tartalmát 1 mg fehérjére vonatkoztatva 

adtuk meg. Az Ellman-reakciót minden minta esetében háromszor ismételtük. 

3.4.2. SH-specifikus biotiniláció és Western immunoblot 

Az infarktusos egérmodell kapcsán a minták korlátozott mennyiségére való tekintettel más 

módszert alkalmaztunk az SH oxidáció vizsgálatára. RIPA oldatot használtunk a fehérje-

homogenizátum készítéséhez. A fehérjeoldatokat két részre osztottuk: az egyik felét 10 

mM DTT-vel kezeltük (30 perc), míg a másik rész kontrollként szolgált. A DTT kezelés az 

SH csoportok redukcióját célozta, míg a kontroll csoport a különböző helyről származó 

minták alap SH oxidációs státuszának feltérképezésére szolgált. Az SH szignál 

detektálásásra megfelelő körülmények közötti biotinilációt [dimetil-formamidban oldott 

biotin: (+)-biotinyliodoacetamidyl-3,6-dioxaoctanediamine; Pierce Biotechnology, 

Rockford, IL, USA; 90 perc, 37 °C, sötétben], gélelektroforézist, majd blottolást követően 

streptavidin-peroxidáz rendszert (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Suffolk, UK; 

hígítás: 1:100000 PBST-ben) alkalmaztunk. A fehérje mennyiséget az előző rendszer 

eltávolítását követően anti-aktin antitesttel (DAKO A/S, Glostrup, Denmark; hígítás: 

1:1000 PBST-ben) és megfelelő másodlagos antitesttel (anti-egér POD; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA; hígítás: 1:20000 PBST-ben) detektáltuk. Az aktin mennyiségére 

normalizálva a relatív SH tartalmat fejeztük ki, ahol a DTT-vel kezelt minták oxidációját 

100%-nak tekintettük. 

3.5. Kardiális TnI foszforilációs státuszának vizsgálata 

A kísérletekhez használt fehérje homogenizátumok előkészítése a fentiekhez hasonlóan 

RIPA oldat felhasználásával történt. A fehérjeoldatot azonos mennyiségű 2x SDS 
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mintapufferben (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 percig főztük. Gélelektroforézist 

követően a fehérjéket nitrocellulóz membránra transzferáltuk, melyeket a szerin 22/23-as 

helyen (S22/23) vagy a treonin 143-as helyen (T143) foszforilált kardiális TnI ellenes 

antitestekkel [Abcam, Cambridge, UK; anti-P
S22/S23

-TnI, hígítás: 1:1000 0,1% Tween-20-

tartalmú foszfát pufferben (PBST); anti-P
T143

-TnI, hígítás: 1:500 PBST-ben] jelöltük. A 

szignálokat tormaperoxidázzal konjugált másodlagos antitest (anti-nyúl; Millipore, 

Billerica, MA, USA; hígítás: 1:300 PBST-ben) segítségével detektáltuk. A fenti 

antitesteket a membránról eltávolítva, a fehérjéket foszforilációtól független kardiális TnI 

ellenes (Clone 19C7; Hytest Ltd., Finland; hígítás: 1:10000 PBST-ben) és peroxidáz 

konjugált másodlagos antitestekkel (anti-egér; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 

hígítás: 1:20000 PBST-ben) jelöltük. Kemilumineszcens (ECL) módszerrel és 

autoradiográfiával tettük láthatóvá a jeleket, melyek intenzitását Image J szoftver 

segítségével számszerűsítettük. Egy normalizációs lépést követően a relatív fehérje 

foszforilációt ábrázoltuk, a kontroll csoport foszforilációját 100%-nak tekintettük.  

3.6. Rekombináns troponin komplexek karbonilációja 

Foszforilált (TnI-P) és nem foszforilált TnI-t (TnI), TnC-t és TnT-t tartalmazó humán 

rekombináns Tn komplexeket Fenton-kezelésnek vetettünk alá a fentieknek megfelelően 

azzal a céllal, hogy megvizsgáljuk, hogy a TnI foszforilációs állapota befolyásolja-e a Tn 

komplex fehérjéinek karbonilácóját. A TnI foszforilációs státuszát foszforiláció-specifikus 

antitestekkel igazoltuk (Abcam, Cambridge, UK; anti-P
S22/S23

-TnI, hígítás: 1:1000 PBST-

ben). A komplex fehérjéinek karbonilációját oxyblot esszével vizsgáltuk, a fehérjék 

mennyiségét Sypro ruby festéssel (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) határoztuk 

meg. Normalizációt követően a fehérjék karbonilációs indexeit hasonlítottuk össze. 
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3.7. Izometriás erőmérések permeabilizált szívizomsejt preparátumokon 

A humán és egér szívekből származó szívizomsejtek kontraktilis funkciójának vizsgálatára 

azonos módszert alkalmaztunk. Izometriás erőmérés során a kontraktilis rendszer 

működését jellemző paramétereket mértük, így a Ca
2+

-aktiválta aktív erőt (Faktív), a Ca
2+

-

független passzív erőt (Fpasszív), a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységét (pCa50), az 

aktin-miozin ciklus sebességét (ktr,max). Az erőmérés során használt oldatok mindegyike 

proteáz inhibitorokat [0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 40 μM leupeptin és 10 

μM E-64] tartalmazott. Az előzőleg előkészített, fagyasztott bal kamrai szövetdarabokat 

izoláló oldatban [pH=7,0; 1 mM MgCl2, 100 mM KCl, 2 mM etilén-glikol-tetraecetsav 

(EGTA), 4 mM ATP, 10 mM imidazol] olvasztottuk fel, majd mechanikai izolációt 

követően a szívizomsejteket 0,5%-os triton X-100 detergens segítségével permeabilizáltuk. 

Ennek eredményeként a sejtek membránrendszerei átjárhatóvá váltak („kémiailag nyúzott” 

szívizomsejtek), biztosítva a kontraktilis funkciók kontrollált intracelluláris körülmények 

közötti vizsgálatának lehetőségét. Az egyedi szívizomsejteket mechanikai 

mérőrendszerhez rögzítettük két rovartű segítségével, melyek egy erőmérőhöz (SensoNor, 

Horten, Norvégia) és egy elektromágneses motorhoz (Aurora Scientific Inc., Aurora, 

Kanada) voltak csatolva. A kívánt, 1,9 vagy 2,3 μm-es szarkomerhossz (SL) beállítását 

követően ismételt aktivációs-relaxációs ciklusokat alkalmaztunk. A kísérleteket 15 °C-on 

végeztük a permeabilizált preparátumok stabilitásának megőrzése érdekében. A 

mérőrendszerhez rögzített szívizomsejtet Ca
2+

-mentes relaxáló oldatból (pH=7,2; 10 mM 

BES; 37,11 mM KCl; 6,42 mM MgCl2; 7 mM EGTA; 6,94 mM ATP; 15 mM kreatin-

foszfát) Ca
2+

-tartalmú aktiváló oldatba (összetétele a relaxáló oldatéval egyező, EGTA 

helyett Ca-EGTA-t tartalmaz) mozgattuk, melynek eredményeként Ca
2+

-kontraktúrákat 

váltottunk ki. Az oldatok Ca
2+

-koncentrációját negatív tízes alapú logaritmikus pCa 

egységekben fejeztük ki (-log10[Ca
2+

]=pCa). A Ca
2+

-kontraktúra kialakulása során 
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megfigyelhetjük, hogy a passzív előfeszítettségi állapotból indulva az izomerő 

folyamatosan fejlődik ki egy közel állandó, „steady-state” csúcs erőérték eléréséig. A csúcs 

erő kialakulása után a preparátum hosszát igen gyorsan (néhány ms-on belül) 

megváltoztatva (rövidítés majd nyújtás, „release-restretch”) elérhető az aktin-miozin hidak 

átmeneti felszakadása. Következményesen az izomerő először megszűnik (Ftotal), majd a 

Ca
2+

 jelenléte miatt igen gyorsan újragenerálódik. Az erő újrakeletkezésének időbelisége 

egy exponenciális függvénnyel illeszthető, melynek időállandója alkalmas az aktin-miozin 

ciklussebesség (ktr,max) becslésére. A sejten Ca
2+

-mentes környezetben egy kevésbé gyors 

hosszváltoztatást eszközölve a Fpasszív mérhető. Az Faktív a totál és a passzív erők 

különbségéből adódik (3. ábra).  

Ftotal
Fpasszív

ktr,max

Faktív

5 sec

aktiváló oldat relaxáló oldat

 

3. ábra Maximális Ca
2+

-kontraktúrát reprezentáló regisztrátum. Az egyedi Ca
2+

-kontraktúra 

során a szívizomsejtet Ca
2+

-tartalmú közegbe mozgatva izometriás erő generálódik. A maximális 

„steady state” erőérték elérése után, egy gyors "release-restretch" manőver szolgál az erő-

regenerálódás sebességi állandójának (ktr,max) meghatározására. A manőver során az erő a 

maximális értékről nullára esik, lehetővé téve ezzel a totál erő meghatározását (Ftotál), majd ismét 

elkezd növekedni. A szívizomsejtet ezután relaxáló Ca
2+

-mentes oldatban eredeti hosszának 80%-

ára rövidítve meghatározható a sejt passzív ereje (Fpasszív). Az izometriás aktív erőt (Faktív) a totál és 

a passzív erőértékek különbségéből nyertük. 

 

Az erőértékeket az összehasonlíthatóság kedvéért a szívizomsejtek keresztmetszetének 

területére normalizáltuk, mely a preparátumok szélességének és magasságának mérésével 

elliptikus keresztmetszeti geometriát feltételezve kalkulálható. Különböző Ca
2+

-



25 
 

koncentrációjú oldatok alkalmazásával lehetővé vált a Ca
2+

-erő összefüggés 

megszerkesztése egy módosított Hill-függvény segítségével. Az egyes erőértékeket a 

maximális Ca
2+

-aktivált aktív erőre normalizáltuk. A félmaximális erő kiváltásához 

szükséges Ca
2+

-koncentráció, a pCa50 érték jellemzi a kontraktilis rendszer Ca
2+

-

érzékenységét. 

3.7.1. Poszttranszlációs fehérje módosulások funkcionális hatásainak vizsgálata 

A fehérje foszforiláció hatását in vitro PKA (borjú szív PKA katalitikus alegysége; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) alkalmazásával vizsgáltuk. 1 mg liofilizált PKA-t 60 μl 100 

mM-os DTT-ben oldottuk, majd az oldatot 1 ml-re hígítottuk relaxáló oldattal. Az így 

előkészített oldatot 4 °C-on tároltuk, maximum öt napig használtuk. A 2,3 μm-es 

szarkomerhosszra nyújtott szívizomsejteket 40 percig az enzim jelenlétében inkubáltuk, és 

a kezelés előtt és után a Ca
2+

-erő összefüggést rögzítettük. Az SH oxidáció reverzibilitását 

és hatásait SH-reagens DTT alkalmazásával tanulmányoztuk. 30 perces DTT kezelés (10 

mM) előtt és után vizsgáltuk a Ca
2+

-erő összefüggést 2,3 μm-es szarkomerhosszon. 

Izolált, permeabilizált szívizomsejteket Fenton-reagens jelenlétében 7 percen keresztül 

2,3 μm-es szarkomerhosszon inkubáltuk. A sejtek egy részét ezt követően DTT-vel 

kezeltük (10 mM; 30 perc). A sejtek egy másik csoportján a foszforiláció és a karboniláció 

közötti interakciók vizsgálata céljából kombinált kezeléseket alkalmaztunk, így a Fenton-

kezelést PKA előtt és után, illetve protein-foszfatáz-1 (PP1c) és -2A (PP2Ac) katalitikus 

alegysége jelenlétében történt inkubációt követően alkalmaztunk. A foszfatázokat 

kollaborációs partnerünk állította elő [48]. Az egyes kezelések előtt és után a Ca
2+

-erő 

összefüggéseket rögzítettük. 
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3.8. Adatfeldolgozás, statisztikai analízis 

A Ca
2+

-erő összefüggéseket az alábbi módosított Hill-egyenlettel illesztettük: 

F = Faktív[Ca
2+

]
nHill

/(Ca50
nHill

 + [Ca
2+

]
nHill

) 

ahol F egy adott [Ca
2+

]-hoz tartozó "steady-state" erőt, míg Faktív, nHill és Ca50 (vagy pCa50) 

sorrendben a maximális [Ca
2+

]-hoz tartozó aktív erőt, valamint a szigmoidális összefüggés 

meredekségét és középpontját jelölik.  

A gyors hosszváltoztatási manővert követő erő-regenerálódást egyváltozós exponenciális 

függvénnyel illesztettük, meghatározva annak sebességi állandóját (ktr,max) a maximális 

[Ca
2+

]-nál: 

F(t) = Fi + Fa(1-e
-ktr,maxt

) 

ahol F(t) a hosszváltozás utáni bármely időpillanatban (t) a maximális [Ca
2+

]-nál mért erőt, 

Fi és Fa pedig a hosszváltozás utáni kezdeti erőt, valamint a Ca
2+

-aktiválta erő 

regenerálódásának amplitúdóját jelölik. A kísérleti preparátumokból kapott adatsorokat 

egyedileg illesztettük, az ábrákon az illesztett paraméterek átlagait mutatjuk be. 

A kísérletek során nyert adatok rendszerezését Microsoft Excel 2007 és 2010 

program segítségével táblázatos formában valósítottuk meg. A disszertáció ábráit 

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., USA) program segítségével készítettem. Az 

adatokat átlag ± SEM (mintaközép hibája) formában tüntettem fel. A mérési eredményeket 

megfelelően megválasztott Student-féle kétmintás t-próba vagy egy-utas variancia-analízis 

(ANOVA) és Bonferroni posthoc teszt segítségével hasonlítottuk össze. Lineáris regresszió 

analízist alkalmaztunk a Ca
2+

-érzékenységben bekövetkező változás (ΔpCa50) és a fehérje 

karboniláció közötti összefüggés vizsgálatára. Az átlagok közötti különbségeket akkor 

tekintettük statisztikailag szignifikánsnak, ha a P érték kisebb volt 0,05-nél.  
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4. Eredmények  

4.1. Humán szívizomsejtek kontraktilis fehérjéinek karbonilációja 

4.1.1. Fenton-kezelés karbonilációt indukál 

Humán szívizomsejteken Fenton-reakció segítségével in vitro modellrendszert 

alkalmaztunk a fehérje karboniláció kivitelezésére. Az oxyblot esszé során regisztrált 

fokozódó jelintenzitás jól tükrözi, hogy az emelkedő koncentrációban H2O2-t tartalmazó 

Fenton-reagens hatására a humán permeabilizált szívizomsejtek fehérjéi fokozott 

karbonilációt mutatnak (4.a ábra).  

A kontraktilis rendszert alkotó, fokozott karbonilációt mutató fehérjéket 

molekulaméret alapján azonosítottuk: MLC-1 (20 kDa), aktin (43 kDa), dezmin (55 kDa), 

α-aktinin (100 kDa), MyBPC (140 kDa) és MHC (200 kDa). A kontraktilis fehérjék 

átlagos karbonilációs indexe a Fenton-reagensben található H2O2 koncentrációjától 

függően szigmoid emelkedést mutatott (Kontroll: 1,00±0,05; 0 µM H2O2: 1,05±0,06; 10
0
 

µM H2O2: 1,08±0,06; 10
2
 µM H2O2: 1,27±0,07; 10

3
 µM H2O2: 1,86±0,11; 3*10

3
 µM 

H2O2: 3,38±0,32; 3*10
4
 µM H2O2: 6,22±0,75; 10

5
 µM H2O2: 6,80±0,82; 4.b ábra). Egyes 

fehérjék (MLC-1, MyBPC és α-aktinin) az átlagoshoz képest erősebb, míg más fehérjék 

(dezmin, aktin, MHC) gyengébb karbonilációt mutattak, jelezve a kontraktilis fehérjék 

eltérő érzékenységét a karbonilációs hatásokra (4.c ábra). 

4.1.2. Agresszív Fenton-kezelés SH oxidációt okoz 

Ellman-reakciót használtunk, hogy megvizsgáljuk a Fenton-reakció indukálta SH 

oxidációs hatásokat. Ezen kísérleteink során DTDP szolgált pozitív kontrollként, míg DTT 

kezelést alkalmaztunk az SH oxidáció reverzibilitásának vizsgálatára.  
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4. ábra Fenton-reakció hatására a humán permeabilizált szívizomsejtek kontraktilis fehérjéi 

karbonilálódnak. Azonos mennyiségű fehérjét tartalmazó homogenizátumokat in vitro Fenton-

kezelések után SDS gélelektroforézisnek vetettük alá, majd oxyblot segítségével mutattuk ki a 

karboniláció mértékét. A reprezentatív ábrán a Fenton-reagensben található H2O2 mennyiségének 

növekedésével párhuzamosan fokozódó jelintenzitás a miokardiális fehérjék szignifikáns 

karbonilációját jelzi (a). Az összes fehérje karbonilációját jellemző karbonilációs index jelentősen 

emelkedik (b).  A fehérjéket molekulatömegük (MW) alapján azonosítottuk: MHC (miozin nehéz 

lánc, 200 kDa), MyBPC (miozinkötő C-fehérje, 140 kDa); α-aktinin (100 kDa), dezmin (55 kDa), 

aktin (43 kDa), MLC-1 (miozin könnyű lánc-1, 20 kDa). Az egyes fehérjék eltérő érzékenységet 

mutatnak a karbonilációval szemben (c) * P<0,05 vs. Kontroll. Nómenklatúra magyarázata: pl. 

Fenton 10
3
 olyan Fenton-reagenst jelent, mely 10

3
 µM H2O2-t tartalmaz. 
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A Fenton-reakció lejátszódását követően az SH csoportok oxidációja következett be 

(kontroll: 471,6±59,1 µM/mg protein; Fenton 10
5
: 201,6±2,4 µM/mg protein; P<0,05), 

azonban csak extrém magas koncentrációban H2O2-t tartalmazó reagensek alkalmazása 

hozott szignifikáns változást, míg az alacsonyabb H2O2 koncentrációk esetében az SH 

oxidáció nem volt jelentős (Fenton 0: 408,1±40,5 µM/mg protein; Fenton 3*10
3
: 

310,4±36,1 µM/mg protein; P>0,05; 5. ábra). A belső kontrollként alkalmazott DTDP a 

vártnak megfelelően tovább csökentette a redukált SH tartalmat (83,1±15,3 µM/mg 

protein; P<0,05 vs. Kontroll), a DTT pedig bizonyította az SH oxidáció revertálhatóságát, 

mind DTDP (621,2±107,3 µM/mg protein), mind a Fenton-kezelést követően 

(599,3±102,1 µM/mg protein). A Fenton-reakció következményeként tehát a karboniláció 

mellett extrém magas H2O2 koncentrációk alkalmazásával SH oxidációs hatások is 

kialakulnak (5. ábra). 

  
 
5. ábra A Fenton-reakció során 

keletkező szabad gyökök oxidálják 

a szulfhidril (SH) csoportokat. A 

Fenton-reagens, mely 10
5
 µM H2O2-

ot tartalmaz SH oxidációt idéz elő, 

melyet az Ellman-reakció 

segítségével kimutatott relatív SH 

tartalom csökkenése jelez. Az SH 

oxidáció revertálható az SH-

reagens ditiotreitol (DTT, 10 mM) 

alkalmazásával. 2,2’-ditio-dipiridin 

(DTDP) és DTT a DTDP után belső 

kontrollként szolgál. *P<0,05 vs. 

Kontroll; 
#
P<0,05 vs. DTT előtt 

 

 

 

4.1.3. A fehérje karboniláció izometriás körülmények között csökkenti a kontraktilis erőt 

A mechanikai mérőrendszerhez rögzített, izolált, permeabilizált humán szívizomsejteken 

(n=6) a fentiekhez hasonlóan Fenton-kezelést alkalmaztunk, hogy megvizsgáljuk a 

kontraktilis fehérjék karbonilációjának funkcionális következményeit. Elsőként az 
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izometriás aktív erőre kifejtett koncentráció-függő hatást tanulmányoztuk (6. ábra). 

Kontroll kísérleteket végeztünk a preparátumok kísérlet közbeni stabilitásának 

vizsgálatára, mely során a szívizomsejteket (n=6) a Fenton-reagens bázis oldataként 

alkalmazott izoláló oldattal kezeltük, és ismételt aktivációkat váltottunk ki. Ennek 

eredményeként a relatív erő 10 aktivációt követően 87,4±2,8%-ra csökkent, mely nem érte 

el a statisztikai szignifikancia határát. Az ismételt Fenton-kezelések során rögzítettük a 

szívizomsejtek fénymikroszkópos képét. A kísérletsorozat teljes hossza alatt sem 

következett be jelentős fénymikroszkóposan detektálható strukturális változás a 

szívizomsejtek szerkezetében (6.a ábra).  

Kontroll
a b
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6. ábra A Fenton-reakció nem okoz strukturális változást, de csökkenti az aktív erőt. A Fenton-

reakció nem eredményez fénymikroszkóposan látható morfológiai változást a mechanikai 

mérőrendszerhez rögzített, izolált szívizomsejtekben (a). A Fenton-reakció indukálta karboniláció 

az aktív erő koncentráció-függő csökkenését okozza (n=6 szívizomsejt három humán szívből) (b). 

*P<0,05 vs. első aktiváció 

 

Ezzel szemben az Faktív fokozatos csökkenését tapasztaltuk a fokozódó oxidatív hatásra, 

azaz a H2O2 koncentrációjának növekedésére a Fenton-reagensben, változatlan vas(II) és 

aszkorbinsav koncentráció mellett (Kontroll: 100,0%; Fenton 0: 98,9±3,3%; Fenton 10
0
: 

95,0±3,9%; Fenton 10
2
: 89,1±3,7%; Fenton 10

3
: 68,3±4,1%; Fenton 3*10

3
: 54,9±4,7%; 
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Fenton 10
4
: 36,0±3,7%; Fenton 3*10

4
: 3,5±1,6%; Fenton 10

5
: 0,3±0,1%; 6.b ábra). Az 

Faktív-ben bekövetkező változás összefüggésbe hozható a miofilamentáris fehérjék 

fokozódó karbonilációjával (4. és 6. ábra). 

4.1.4. A fehérje karboniláció a szívizomsejtek kontraktilis diszfunkciójához vezet 

Az izolált humán szívizomsejtek egy másik csoportján (n=6) 3*10
3 

µM H2O2-ot tartalmazó 

Fenton-reagenst alkalmaztunk, hogy megvizsgáljuk, befolyásolja-e a karboniláció a 

kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységét (pCa50), az Faktív-t és a Fpasszív-t. Második 

lépésként DTT kezelést hajtottunk végre, az SH oxidáció funkcionális hatásainak 

tanulmányozására. A Fenton-reakció hatására a kontraktilis rendszer Ca
2+

-

érzékenységének egyértelmű csökkenését tapasztaltuk, mely a Ca
2+

-erő összefüggés jobbra 

tolódásában és a pCa50 érték szignifikáns csökkenésében mutatkozott meg 

[pCa50(Kontroll): 5,74±0,01; pCa50(Fenton): 5,65±0,01; 7.a és b ábra]. Ezen felül a kezelés 

csökkentette az Faktív-t és jelentősen növelte a Fpasszív-t [Faktív(Kontroll): 11,39±1,63 kN/m
2
; 

Faktív(Fenton): 8,66±1,06 kN/m
2
; Fpasszív(Kontroll): 1,72±0,21 kN/m

2
; Fpasszív(Fenton): 

2,33±0,22 kN/m
2
] (7.c és d ábra). Az aktin-miozin ciklus sebességét jellemző konstans és a 

Hill-koefficiens nem változott a kezelés hatására [ktr,max(Kontroll): 0,68±0,06 1/sec; 

ktr,max(Fenton): 0,57±0,02 1/sec; nHill(Kontroll): 2,42±0,05; nHill(Fenton): 2,31±0,06] (7.e és 

f ábra). A DTT kezelés nem okozott változást a fenti paraméterek egyikében sem 

[pCa50(DTT): 5,63±0,01; Faktív(DTT): 7,14±1,10 kN/m
2
; Fpasszív(DTT): 2,44±0,28 kN/m

2
; 

ktr,max(DTT): 0,55±0,07 1/sec; nHill(DTT): 2,43±0,10; P>0,05 vs. Fenton; P<0,05 vs. 

Kontroll] (7. ábra). 
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7. ábra A karboniláció kontraktilis rendszer működésére kifejtett hatásai. A 3*10
3
 µM H2O2-ot 

tartalmazó Fenton-reagens (Fenton) hatására csökken a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenysége, 

ahogy azt a Ca
2+

-erő összefüggés jobbra tolódása (a) és a pCa50 érték csökkenése (b) jelzi. A 

karboniláció csökkenti az Faktív-t (c) és növeli a Fpasszív-t (d). Az aktin-miozin ciklus sebessége (e) és 

a Hill-koefficiens (f) nem változott a kezelések hatására. A szekvenciálisan alkalmazott DTT 

kezelés egyik paramétert sem befolyásolja. A szórást (mintaközép hibája, SEM) jelző hibajelek azon 

esetekben kerültek feltüntetésre, ahol az nagyobb, mint az átlagot jelölő szimbólum mérete. n=6 

szívizomsejt három humán szívből *P<0,05 vs. Kontroll 

4.2. Posztinfarktusos szívizom-átépülés egér szívekben a szívizomsejtek szintjén 

4.2.1. Az infarktus mérete és globális bal kamra funkció 

10 héttel a sebészi LAD ligációt követően az egerek a bécsi laboratóriumban 

szívultrahangos vizsgálaton estek át. A bal kamra szisztolés funkciója a kontroll 
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csoporthoz képest közel felére csökkent az infarktus hatására (2. táblázat). Ezt követően az 

eltávolított szívek Masson-trikróm festett metszetein (8. ábra) meghatároztuk az 

infarktusos terület nagyságát, mely átlagosan a bal kamra 50,3±5,7%-át tette ki, de 

felfedeztünk a heges területben túlélő miokardiális sejteket. A kontroll csoportra a bal 

kamra homogén festődése jellemző, infarktus jelenléte nélkül. Az 2. táblázat foglalja össze 

az állatok morfometriai adatait. 

 
Kontroll 

(n=5) 
MI 

(n=8) 

Testtömeg (g) 34,6 ± 1,3 37,0 ± 0,8 

Szív tömege (mg) 242 ± 12 295 ± 25 

Szívtömeg/testtömeg (mg/g) 7,0 ± 0,4 7,9 ± 0,5 

Tüdőtömeg/testtömeg (mg/g) 7,9 ± 0,3 8,2 ± 0,3 

Ejekciós frakció (%) 62,7 ± 1,3 34,9 ± 3,6* 

2. táblázat A kontroll és infarktusos állatok morfometriai adatai és a bal kamra szisztolés 

funkcióját jellemző ejekciós frakció átlagos értékei (átlag±SEM; n=állatok száma; *P<0,05 MI 

vs. Kontroll) 

 

Kontroll MIa b

MI anterior

MI inferior

8. ábra Kontroll és infarktusos bal kamrai Masson-trikróm festett metszetek a papilláris izom 

szintjében. A kontroll szívek (a) homogén egyenletes piros festődése, az infarktusos szívek (b) (MI) 

inferior területéhez hasonlóan ép miokardiális szövetet jelez. Az infarktusos bal kamra anterior 

területére (nyilakkal jelölve) a miokardium elvékonyodása és a zölden festődő kötőszöveti elemek 

felszaporodása (hegképződés) jellemző a posztinfarktusos remodelláció részeként. A hegszövetben 

túlélő kardiomiociták pirosan festődnek. 
 

4.2.2. Csökkent Ca
2+

-érzékenység miokardiális infarktus után 

Izometriás erőméréseket végeztünk mindkét csoportból származó izolált, permeabilizált 

bal kamrai szívizomsejteken és meghatároztuk a kontraktilis rendszer aktív és passzív 
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erejét, a Ca
2+

-érzékenységét, illetve jellemeztük az aktin-miozin ciklus sebességét (3. 

táblázat). Az infarktusos területen túlélő szívizomsejtek kontraktilis rendszere alacsonyabb 

Ca
2+

-érzékenységgel volt jellemezhető, mind az ellenoldali, nem infarcerálódott területről, 

mind a kontroll bal kamrákból származó szívizomsejtekhez képest. Ez a különbség az 

általunk vizsgált mindkét szarkomerhosszon (1,9 µm és 2,3 µm) szignifikánsnak bizonyult. 

A kontraktilis rendszer hosszfüggő sajátosságai megtartottak maradtak az infarktusos bal 

kamrákban is, melyet az egyes paraméterek szarkomerhossz növelésre bekövetkező 

változásai mutatnak (9. ábra, 3. táblázat). Az egyes csoportokban mért Faktív, Fpasszív, ktr,max 

és nHill értékekben, illetve a szívizomsejtek struktúrájában nem mutatkozott különbség (3. 

táblázat). 

  Kontroll 

(n=39) 
MI inferior 

(n=10) 
MI anterior 

(n=19) 

SL 1,9 µm 2,3 µm 1,9 µm 2,3 µm 1,9 µm 2,3 µm 

Faktív 

(kN/m
2
) 

9,53 ± 0,55 15,66 ± 1,27* 11,52 ± 1,42 15,91 ± 2,26* 9,47 ± 0,90 14,62 ± 2,10* 

Fpasszív 

(kN/m
2
) 

0,36 ± 0,04 2,23 ± 0,25* 0,60 ± 0,11 2,41 ± 0,52* 0,75 ± 0,12 2,48 ± 0,31* 

pCa50 5,81 ± 0,02 5,91 ± 0,02* 5,80 ± 0,02 5,88 ± 0,02* 5,73 ± 0,03# 5,81 ± 0,03*
#
 

nHill 2,08 ± 0,06 1,63 ± 0,05 2,20 ± 0,17 1,71 ± 0,08 2,02 ± 0,08 1,76 ± 0,06 

ktr,max 

(1/sec) 
3,69 ± 0,15 3,80 ± 0,12 4,08 ± 0,40 4,31 ± 0,21 3,34 ± 0,20 3,32 ± 0,22 

3. táblázat A kontroll és infarktusos bal kamrákból izolált szívizomsejtek izometriás erőmérések 

során nyert mechanikai paraméterei (átlag±SEM; n=szívizomsejtek száma, melyek 5 kontroll és 8 

infarktusos szívből származtak) *P<0,05 SL: 1,9 μm vs. SL: 2,3 μm; 
#
P<0,05 MI anterior vs. 

Kontroll; SL – szarkomerhossz, Faktív – izometriás aktív erő, Fpasszív – passzív erő, pCa50 – a 

kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenysége, nHill – Hill-koefficiens, ktr,max – aktin-miozin ciklus 

sebessége 
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9. ábra A kontroll és infarktusos bal kamrákból izolált szívizomsejtek kontraktilis rendszerének 

Ca
2+

-érzékenysége. Az MI anterior szívizomsejtek (n=19) Ca
2+

-erő összefüggése jobbra helyezett a 

kontroll (n=39) és az MI inferior (n=10) területekről származó szívizomsejtekéhez képest mind 1,9 

μm-es (a), mind 2,3 μm-es (b) szarkomerhosszon (SL) mérve. Ennek megfelelően az MI anterior 

szívizomsejtek átlagos pCa50 értéke szignifikánsan alacsonyabb, mely a kontraktilis rendszer 

csökkent Ca
2+

-érzékenységét jelenti. Mindhárom csoportban megtartott a hosszfüggő Ca
2+

-

érzékenyítés mechanizmusa, melyet a szarkomerhossz növelésére bekövetkező Ca
2+

-érzékenység 

fokozódás tükröz (c). *P<0,05 MI anterior vs. Kontroll, 
#
P<0,05 SL: 1,9 μm vs SL: 2,3 μm 

 

4.2.3. Alacsonyabb TnI foszforiláció az infarktusos területen 

A csökkent Ca
2+

-érzékenység hátterében álló lehetséges mechanizmusok feltérképezése 

kapcsán elsőként a TnI foszforilációs állapotát vizsgáltuk. Foszforiláció-specifikus 

antitestek segítségével Western blottal vizsgáltuk a TnI PKA- és PKC-specifikus 

foszforilációs helyeit.  



36 
 

TnI-PT143

TnI

Kontroll MI anterior

Kontroll MI inferior MI anterior

TnI-PS22

TnI

a

b

e

c

d

f

567

PKA előtt

PKA után

0

0,5

1,0

pCa

R
e

la
tí

v 
e

rő

567

PKA előtt

PKA után

0

0,5

1,0

pCa

R
e

la
tí

v 
e

rő

Kontro
ll

MI in
ferio

r

MI a
nterio

r
0

50

100

*

T
n
I-
P

S
2

2
/T

n
I 
(%

)

Kontro
ll

MI in
ferio

r

MI a
nterio

r
0

50

100

T
n
I-
P

T
1
4
3
/T

n
I 
(%

)

Kontroll MI inferior MI anterior

*

0

-0,05

-0,10

Kontroll MI anterior


p
C

a
5

0

g

 10. ábra TnI foszforiláció és a kontroll és infarktusos szívizomsejtek Ca
2+

 -érzékenységének PKA 

függő változásai. A TnI foszforiláció mértékének meghatározására Western immunoblot (a és c) 

során foszforilációtól független TnI ellenes (TnI) és PKA- (TnI-P
S22

) és PKC-specifikus (TnI-P
T143

) 

foszforilációra érzékeny antitestek használatával kapott jelek denzitometriai elemzése (b és d) 

történt meg. Az MI anterior területen alacsonyabb PKA-specifikus TnI-foszforilációt detektáltunk a 

kontrollhoz képest (a és b), míg a PKC-specifikus TnI foszforiláció hasonló a különböző területeken 

(c és d). A fehérje homogenizátumok 4-5 kontroll és 6 infarktusos szívből származtak, az esszéket 3-

6-szor ismételtük. In vitro PKA kezelés a kontroll sejteken (n=4) nem okoz változást, míg az MI 

anterior szívizomsejtekben (n=5) tovább csökkenti a Ca
2+

-érzékenységet, ahogy azt az átlagos 

pCa50 érték csökkenésének változása (ΔpCa50) is mutatja (e-g). *P<0,05 MI anterior vs. Kontroll; 
#
P<0,05 PKA előtt vs. PKA után 
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A PKC-specifikus treonin 143 hely foszforilációja hasonló mértékűnek adódott mindhárom 

csoportban. Ezzel ellentétben a PKA-specifikus 22-es szerin aminosav alacsonyabb szintű 

foszforilációját mutattuk ki az infarktusos területről származó mintákban (10.a-d ábra). 

Ezzel összhangban, ezen szívizomsejtek in vitro PKA kezelése, mely a PKA-függő 

foszforilációs helyek fokozott foszforilációjához vezet, a Ca
2+

-érzékenység kismértékű, bár 

statisztikailag szignifikáns csökkenését eredményezte, míg a kezelés a kontroll 

szívizomsejtekben nem idézett elő változást (10.e-g ábra). 

Kontro
ll

Kontro
ll +

 D
TT

MI in
ferio

r

MI in
ferio

r +
 D

TT

MI a
nterio

r

MI a
nterio

r +
 D

TT
0

50

100
#

*

#

R
e
la

tí
v 

S
H

 t
a
rt

a
lo

m
 (

%
)

Kontroll MI inferior MI anterior

SH

DTT - + - + - +

Aktin

MI anterior
a

567

DTT előtt

DTT után

0

0,5

1,0

pCa

R
e

la
tí

v 
e

rő

c

DTT előtt

DTT után
5,5

5,7

5,9

p
C

a
5

0

b

d

 
11. ábra Miofilamentáris fehérje SH oxidáció miokardiális infarktus után. Western immunoblot 

esszé (a) eredményeinek denzitometriai elemzése (b) során az MI anterior szívizomsejtek 

aktinjának fokozott SH oxidációját detektáltuk a kontrollhoz képest. Az aktin-ellenes antitest 

segítségével meghatározott fehérje mennyiség (Aktin) normalizációs célokat szolgált. 10 mM DTT 

csökkenti az oxidált SH csoportok mennyiségét (DTT-kezelt minták relatív szignál intenzitása: 

100%), habár nincs hatással az MI anterior szívizomsejtek (n=6) kontraktilis rendszerének Ca
2+

-

érzékenységére, melyet a Ca
2+

-erő összefüggés változatlan pozíciója (c) és a hasonló pCa50 értékek 

mutatnak (d). A fehérje homogenizátumok 4 kontroll és 7 infarktusos szívből származtak. *P<0,05 

MI anterior vs. Kontroll, 
#
P<0,05 azonos terület DTT előtt vs.DTT után 
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4.2.4. Fokozott SH oxidáció funkcionális következmények nélkül 

Következő lépésben az oxidatív fehérje módosulások szerepét vizsgáltuk az infarktus utáni 

szívizom átépülés részeként detektált alacsonyabb Ca
2+

-érzékenység hátterében. Az aktin 

SH oxidációját, mint általános miofilamentum SH oxidációs markert használtuk, és biotin-

streptavidin rendszert alkalmaztunk az SH oxidáció vizsgálatára. A redukált SH csoportok 

mennyiségének változásából következtettünk az SH oxidáció mértékére. Western 

immunoblot esszék eredményei alapján az infarktusos területről származó szívizomsejtek 

aktinja jelentősen kisebb mennyiségű redukált SH csoportot tartalmazott a kontrollhoz 

képest, ami ezen terület fokozott SH oxidációjára utal (Kontroll: 83,8±6,2%; MI inferior: 

62,5±10,3%; MI anterior: 49,1±10,6%; 11.a és b ábra). In vitro alkalmazott SH-reagens 

DTT hatására a redukált SH csoportok mennyisége szignifikánsan megemelkedett (100%), 

ami az SH oxidáció reverzibilitását bizonyítja. Ugyanakkor a DTT hatására az MI anterior 

szívizomsejtek kontraktilis rendszerének Ca
2+

-érzékenysége nem változott (pCa50(DTT 

előtt): 5,79±0,02; pCa50(DTT után): 5,76±0,02; P>0,05; 11.c és d ábra). 

4.2.5. Intenzív karboniláció a szívinfarktust követő szívizom-átépülésben 

Oxyblot esszé segítségével vizsgáltuk a karboniláció esetleges szerepét a posztinfarktusos 

szívizom-átépülés folyamatában, összehasonlítva a kontroll és infarcerált bal kamrákból 

származó miofilamentáris fehérje homogenizátumok relatív karbonilációját karbonilációs 

indexként kifejezve (a kontroll csoport karbonilációs indexét 1-nek tekintettük). 

Kísérleteink során 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 karbonilációja (Kontroll: 1,00±0,07; MI 

inferior: 1,46±0,17; MI anterior: 2,06±0,46*; P<0,05 vs. Kontroll) jelentősen magasabbnak 

adódott az infarktusos területről származó mintákban a kontrollhoz képest, míg az α-

aktinin (Kontroll: 1,00±0,07; MI inferior: 0,95±0,09; MI 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 hasonló karbonilációs indexet kaptunk mindhárom csoportban (12. ábra). 
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12. ábra Kontraktilis fehérjék karbonilációja MI után. Az oxyblot esszék az infarktusos területről 

származó szívizomsejtekben a MHC és az aktin fokozott karbonilációját (oxyblot) igazolták a 

kontrollhoz képest. Az α-aktinin karbonilációja hasonló mértékű mindhárom csoportban. A fehérjék 

mennyiségét MHC-, aktin-, illetve α-aktinin-specifikus antitestekkel meghatározva (fehérje) a 

karbonilációs index számításához használtuk normalizációs céllal. A fehérje homogenizátumok 4 

kontroll és 7 MI szívból származtak, az esszéket háromszor ismételtük. *P<0,05 MI anterior vs. 

Kontroll 

 

4.2.6. A karboniláció egér szívizomsejteken is csökkenti a Ca
2+

-érzékenységet 

In vitro Fenton-reakció segítségével vizsgáltuk az egér szívizomsejteken is, hogy a 

miofilamentumok karbonilációja összefüggésben áll-e az alacsonyabb Ca
2+

-

érzékenységgel. H2O2, vas(II) és aszkorbinsav segítségével fokozott hidroxil gyök 

termelődés kapcsán idéztük elő a miofilamentumok karbonilációját. Az intenzív fehérje 

karboniláció mellett enyhe SH oxidációs hatásokat mutattunk ki (relatív SH tartalom: 
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Kontroll: 100,0±1,4%; Fenton: 77,8±3,5%), ezért a továbbiakban DTT kezelést 

alkalmaztunk az esetleges SH oxidáció kiküszöbölése érdekében.  

Az infarktusos egérmodell vizsgálata kapcsán nyert eredményekhez hasonlóan a Fenton-

kezelést követően számos fehérje, többek között az aktin és a MHC fokozott 

karbonilációját regisztráltuk, melynek mértéke hasonló volt az infarktusos mintákban 

detektált értékekhez. Ezen hatást a következő lépésben végzett DTT kezelés nem 

befolyásolta (13.a ábra). A Fenton-reagenst a mechanikai mérőrendszerhez rögzített, 

izolált, permeabilizált kontroll szívizomsejteken alkalmaztuk 2,3 µm-es szarkomerhosszon. 

A kezelés szignifikánsan csökkentette a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységét 

(pCa50(Kontroll): 5,76±0,03; pCa50(Fenton): 5,62±0,04) és az aktív erőt (~40%-kal), 

melyeket a továbbiakban alkalmazott DTT kezelés nem befolyásolt (13. b és c ábra). Ezen 

felül az infarktusos bal kamra két általunk vizsgált területét (MI anterior és inferior), 

valamint a Fenton-kezelést jellemző pCa50 érték kontrollhoz viszonyított csökkenése 

(ΔpCa50) és a relatív aktin (P=0,0264; r
2
=0,8661) és MHC karboniláció (P=0,0114; 

r
2
=0,9117) között egy látszólagos lineáris összefüggést mutattunk ki (13.d és e ábra). 
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13. ábra A miofilamentáris fehérjék in vitro karbonilációja csökkenti a kontroll szívizomsejtek 

kontraktilis rendszerének Ca
2+

-érzékenységét. A Fenton-reakció hatására a szívizomsejtekben 

számos kontraktilis fehérje karbonilációja fokozódik, többek között az aktin és a MHC (a). A 

karboniláció mértéke nem változik a DTT hatására (10 mM). A szívizomsejtek 4 kontroll egér 

szívből származtak, a kísérleteket négyszer ismételtük. A karbonilációs jelet az aktin és a MHC 

mennyiségére normalizáltuk (MHC, Aktin), melyeket Western blottal határoztunk meg. A 

karboniláció hatására a kontroll szívizomsejtekre jellemző Ca
2+

-erő összefüggés jobbra tolódása 

(b) és az átlagos pCa50 érték csökkenése figyelhető meg (c). A következő lépésben végrehajtott DTT 

kezelés (Fenton+DTT) nem állítja vissza a Ca
2+

-érzékenységet (n=7 szívizomsejt 3 kontroll szívből) 

(b és c). Pozitív korreláció mutatható ki a Ca
2+

-érzékenység változása és az aktin (d) (P=0,0264; 

r
2
=0,8661) valamint az MHC karbonilációjának mértéke (P=0,0114; r

2
=0,9117) között 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 karbonilációjának hatása független a foszforilációtól 

A fehérje foszforiláció és a karboniláció közötti esetleges interakciók felfedésére a Fenton-

kezelés Ca
2+

-érzékenységre kifejtett hatásait vizsgáltuk különböző foszforilációs 

állapotokban, így PKA alkalmazása előtt és után, valamint fehérje foszfatázokkal (PP1c 

vagy PP2Ac) történt kezelést követően. Az előző eredményeinkkel összhangban, a PKA 

kezelés nem módosította a kontroll szívizomsejtek kontraktilis rendszerének Ca
2+

-

érzékenységét [19], sem a hatásos Fenton-reakció előtt, sem pedig utána (14.a és b ábra). 

Ezzel szemben a PP1c csökkentette, míg a PP2Ac fokozta a Ca
2+

-érzékenységet (14.c és d 

ábra), előző irodalmi eredményekkel egybehangzóan [49, 50]. A Fenton-indukálta Ca
2+

-

érzékenység csökkenés mértéke hasonló volt a kináz és foszfatáz kezelésektől függetlenül 

(14.e és f ábra). Ezen eredmények azt mutatják, hogy a Fenton-kezelés Ca
2+

-érzékenységre 

kifejtett hatása független a kontraktilis fehérjék foszforiláltsági állapotától. Ezt a 

felfedezést tovább erősíti a foszforilált és defoszforilált alegységeket tartalmazó 

rekombináns Tn komplexek Fenton-reagenssel történő kezelése, mely a foszforilált és 

defoszforilált komplexek hasonló mértékű karbonilációjához vezetett (15. ábra), 

alátámasztva a fenti eredményeket. 
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14. ábra A karboniláció Ca
2+

-érzékenységre kifejtett hatása független a kontraktilis fehérjék 

aktuális foszforilációs állapotától. A szívizomsejteket a PKA katalitikus alegysége jelenlétében 

inkubálva nem változik a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenysége sem a Fenton-kezelés előtt (a és 

e) sem a Fenton-kezelés után (b és e), mely az előzőeknek megfelelően csökkenti a Ca
2+

-

érzékenységet. (n=6-5 szívizomsejt 3 egér szívből). PP1c csökkenti (c és e), míg a PP2Ac növeli a 

kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységét (d és e). A foszfatázok után szekvenciálisan alkalmazott 

Fenton-kezelés mindkét esetben alacsonyabb Ca
2+

-érzékenységet eredményez (n=6-6 szívizomsejt 3 

egér szívből). A Ca
2+

-érzékenység karbonilációhoz köthető csökkenését mutatja a kezelést követően 

regisztrált alacsonyabb pCa50 érték a kezelés előttihez viszonyítva (e). A pCa50 érték csökkenésének 

mértéke minden esetben hasonló, a PKA és a foszfatáz kezelésektől függetlenül (f) 
#
P<0,05 Fenton 

előtt vs. Fenton után; 
#
P<0,05 PP1c vagy PP2Ac előtt vs. után 
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15. ábra Rekombináns Tn komplexek karbonilációja. A rekombináns Tn komplexek (Tn komplex 

foszforilált vagy defoszforilált TnI-t tartalmaz, melyet foszforiláció specifikus TnI-P
S22 

antitestekkel 

igazoltunk) tagjai hasonló mértékű karbonilációt mutattak a Fenton-kezelés hatásásra, függetlenül 

a TnI foszforilációs állapotától (a és b). *P<0,05 Fenton előtt vs. Fenton után 
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5. Megbeszélés  

5.1. Kontraktilis fehérjék karbonilációja befolyásolja a humán szívizomsejtek 

kontraktilitását 

Munkám első részében a fehérje karboniláció közvetlen hatásait vizsgáltuk a humán 

szívizomsejtek kontraktilis funkcióira. A fehérje karboniláció kiváltására Fenton-reakciót 

alkalmaztunk, mely hidroxil gyökök termelődését eredményezi. Kísérleti elrendezésünk, a 

permeabilizált szívizomsejtek alkalmazása lehetővé tette, hogy az izometriás erőgenerációt 

jellemző paraméterekben bekövetkező változás és a kontraktilis fehérjék karbonilációja 

közötti kapcsolatot feltárjuk. Ennek eredményeként megállapítottuk, hogy a kontraktilis 

proteinek karbonilációja a szívizomsejtek vizualizálható strukturális károsodása nélkül 

jelentősen befolyásolja a szívizomsejtek kontraktilis rendszerének működését, illetve 

annak szabályozását. 

Különböző poszttranszlációs oxidatív fehérjemódosulások (pl. SH csoport oxidáció, 

fehérje nitroziláció, fehérje karboniláció, stb.) szerepéről számoltak már be korábban, 

melyek oxidatív stresszállapotok kapcsán kontraktilis diszfunkcióhoz vezethetnek [22]. A 

mechanizmust, ahogy az oxidatív hatások funkcionális károsodáshoz vezetnek, néhány 

esetben sikerült feltárni. Fontos megjegyezni, hogy a kontraktilis rendszer felépítésében 

résztvevő fehérjék mellett a Ca
2+

-homeosztázis szereplőinek oxidatív károsodása szintén 

kontraktilis diszfunkcióhoz vezethet [51], azonban jelen tanulmányban a kísérleti 

elrendezésnek, a permeabilizált szívizomsejteknek köszönhetően lehetővé vált, hogy 

kizárólag a kontraktilis rendszerre koncentráljunk. Más munkacsoportok a kontraktilis 

rendszer érintettségével kapcsolatban szuperoxid anionok hatására az izometriás aktív erő 

koncentráció-függő csökkenését tapasztalták patkány jobb kamrai trabekulákon, míg ez az 

expozíció nem okozott változást a Ca
2+

-érzékenységben [52]. Ehhez hasonlóan a 

peroxinitrit indukálta fehérje nitráció is kontraktilis diszfunkciót eredményezettt mind 
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izolált patkány, mind humán szívizomsejteken [53, 54]. Laboratóriumunkban korábban 

igazolták, hogy az aktin és az MLC-1 fehérjék nagymértékű SH oxidációja komplex 

összefüggést mutat a kontraktilis rendszer működésével, csökkenti a Ca
2+

-aktivált aktív 

erőt, a Ca
2+

-érzékenységet, valamint emeli a Ca
2+

-független passzív erőt [55]. Mindezek 

mellett azonban gyakorlatilag nem rendelkezünk hasonló információról a humán 

szívizomsejtek karbonilációja és kontraktilis funkciója közötti összefüggésekről, habár 

ezen oxidatív módosulás szerepéről számoltak be már több kórképpel kapcsolatban [33]. 

Szerotonin-indukált jobb kamrai fehérje karboniláció szerepét mutatták ki a jobb szívfél 

elégtelenség patkány modelljében, mint fontos patofiziológiai faktort [56]. Ezen felül a 

miofibrilláris aktin karbonilációjáról számoltak be experimentális iszkémia/reperfúzió 

kapcsán, illetve H2O2 expozíciót követően [25]. Ugyanezen munkacsoport a vékony 

filamentum felépítésében résztvevő tropomiozin karbonilációját detektálta sertés és kutya 

szívizommintákban koronária mikroembolizációt követően, sőt az oxidáció mértéke és a 

megfigyelt kontraktilis diszfunkció között korrelációt figyeltek meg [14]. Egy 

posztinfarktusos egér modellben pedig további kontraktilis fehérjék, a MyBPC és a MHC 

karbonilációjára derült fény [57]. Továbbá miokardális infarktuson vagy koronária bypass 

műtéten átesett betegek szérumából is fokozottan karbonilált fehérjéket sikerült kimutatni 

[41, 42], ahogy szívelégtelen betegek biopsziás mintáiban a tropomiozin karbonilációját 

összefüggésbe hozták a kontraktilis funkció romlásával [46]. Ezek az adatok alátámasztják, 

hogy a fehérje karboniláció egy jelentős oxidatív marker, mely patofiziológiai szerepet is 

játszik számos kóros folyamatban. 

Ebben a kísérletsorozatban a kontraktilis fehérjék karbonilációját Fenton-reakció 

segítségével idéztük elő humán permeabilizált szívizomsejtekben. A reakció lejátszódására 

bizonyítékok állnak rendelkezésre humán szívelégtelen mintákban [58] és 

iszkémia/reperfúziós károsodás kapcsán [59]. A Fenton-reakció széles körben alkalmazott 
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in vitro körülmények között - mint modellrendszer - a hidroxil gyök termelés kiváltására 

vas(II) és H2O2 felhasználásával [40, 60, 61]. Az általunk alkalmazott technika, az izolált 

permeabilizált szívizomsejteken végrehajtott kezelések lehetővé teszik a karboniláció 

kontraktilis rendszerre kifejtett hatásainak tanulmányozását, ugyanis a permeabilizált 

preparátumok esetén nem kell számolnunk a membrán komponensek, az intracelluláris 

organellumok és a Ca
2+

-homeosztázis elemeinek változásaival és azok következményeivel 

[62].  

Természetesen a hidroxil gyök nemcsak karbonilációt okozhat, ezen szabad 

gyökkel kapcsolatban más típusú oxidatív módosulások szerepét sem zárhatjuk ki [40, 63]. 

Jelen tanulmányban az irodalmi adatok alapján is joggal felmerülő SH oxidációra 

fordítottunk figyelmet, és kizárólag a H2O2-ot extrém magas koncentrációban tartalmazó 

Fenton-reagens alkalmazása esetén tapasztaltunk statisztikailag is szignifikáns mértékű SH 

oxidációt. Mérsékeltebb oxidatív hatások, azaz alacsonyabb H2O2 koncentráció esetén 

jelentős SH oxidáció nem következett be, illetve az SH-reagens DTT alkalmazása sem 

befolyásolta a Fenton indukálta mechanikai változásokat. Ezek az adatok alátámasztják azt 

a hipotézist, miszerint ezek a változások nem az SH oxidáció, hanem a karboniláció 

következményei. Ezt támogatja az a tény is, hogy a kontraktilis rendszer fehérjéi 

fokozottan érzékenyek a karboniláció iránt. Az általunk alkalmazott emelkedő 

koncentrációk esetén fokozódó fehérje karbonilációt detektáltunk, ezzel párhuzamosan 

pedig a szívizomsejtek fokozatosan csökkenő izometriás erő generálására képesek. A 

kísérleteink során alkalmazott extrém koncentrációk és a következményesen termelődő 

szabad gyökök ilyen nagy mennyiségben kevéssé valószínű, hogy fiziológiás körülmények 

között előfordulnak a szervezetben [64]. Habár, in vivo lokálisan, bizonyos 

kompartmentekben nagy eséllyel termelődhetnek olyan mennyiségben hidroxil gyökök, 
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melyek karbonilációt indukálnak. Ez a szabad gyök ugyanis igen reaktív és azonnal 

reakcióba lép az első sejtkomponenssel, mellyel találkozik [64].  

Ebben az in vitro kísérletsorozatban a hidroxil gyökök a szívizomsejtek közvetlen 

közelében termelődtek és módosították számos miofilamentáris fehérje szerkezetét, 

valamint a proteinek, végső soron a szívizomsejtek működését. Arra a kérdésre azonban 

nem kaptunk választ, hogy egyetlen fehérje vagy több miofilamentáris protein 

karbonilációja felelős a megfigyelt mechanikai változásokért. Az oxidatív 

fehérjemódosulások többnyire funkcióvesztés vagy funkciónyerés, illetve célzott fehérje 

degradáción, valamint a károsodott fehérjék akkumulációján keresztül vezethetnek a 

sejtfunkciók hanyatlásához [65]. Ezek a változások a szívizomsejtek kontraktilis 

fehérjerendszerét érintve vezetnek szisztolés és diasztolés diszfunkcióhoz oxidatív 

stresszállapotokban. Kísérleteink során a fehérje karboniláció csökkentette az izometriás 

aktív erőt és a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységét. Ezen változások következtében 

csökken a miokardiális kontrakciók ereje és mindez szisztolés diszfunkcióhoz vezethet. 

Ezen felül a miofilamentumok karbonilációja növelte a Ca
2+

-független passzív erőt, mely 

egy lehetséges molekuláris magyarázatként szolgálhat a szívizomsejtek diasztolés 

szívelégtelenség kapcsán megfigyelt fokozott rigiditásáért [66]. 

A Ca
2+

-érzékenység csökkenéséről, illetve kontraktilis diszfunkcióról számos olyan 

klinikai állapot kapcsán beszámoltak, melyek oxidatív stresszel járnak együtt. Így a 

miokardiális stunning során megfigyelhető alacsonyabb Ca
2+

-érzékenység hátterében is 

oxidatív hatásokat feltételeznek [67, 68], habár a pontos mechanizmus, a pontos target 

sejtkomponens még nem ismert. Továbbá, egy posztinfarktusos egérmodellben kimutatták, 

hogy a hidroxil gyökfogó dimetiltiourea alkalmazásával kivédhető a bal kamra infarktus 

utáni kóros átépülése és a következményes bal kamra diszfunkció [69]. Jelen 

eredményeink azt sugallják, hogy a miofilamentumok karbonilációja egy lehetséges 



49 
 

összekötő kapocs lehet az oxidatív stressz és a csökkent Ca
2+

-érzékenység okozta 

kontraktilis diszfunkció között a fenti kórállapotokban.  

5.2. A karboniláció jelentősége a kontraktilis rendszer posztinfarktusos 

remodellációjában 

Munkám második része a posztinfarktusos bal kamrai szívizom-átépülést tanulmányozta 

egy egérmodellen 10 héttel a bal elülső leszálló koronária artéria lekötésével okozott 

szívinfarktus után. A globális bal kamra diszfunkció hátterében vizsgáltuk az egyes bal 

kamrai szegmentumokból származó szívizomsejtek kontraktilis funkcióját, és ezáltal a 

régió-specifikus szívizom-átépülés tanulmányozása volt a célunk. Az infarktusos elülső, 

valamint az infarktus által közvetlenül nem érintett távoli, inferior bal kamrai területekről 

származó kardiomiocitákat elkülönítve vizsgáltuk. Az infarktusos területen a kontraktilis 

rendszer Ca
2+

-érzékenységének csökkenését és ezzel párhuzamosan kifejezett oxidatív 

hatásokra utaló kontraktilis fehérje módosulásokat (karboniláció, SH oxidáció) figyeltünk 

meg. Emellett kontroll egerekből származó szívizomsejteken a humán mintákhoz 

hasonlóan szelektív fehérje karbonilációval a Ca
2+

-érzékenység csökkenését sikerült elérni, 

mely függetlennek bizonyult a miofilamentumok foszforilációs státuszától. Tovább 

vizsgálva a karboniláció és a Ca
2+

-érzékenység csökkenése közötti kapcsolatot, egy 

látszólagosan lineáris összefüggést sikerült kimutatnunk a fehérje karboniláció és a Ca
2+

-

érzékenység csökkenés mértéke között. Így ezen adataink is alátámasztják, hogy a 

miofilamentáris fehérje karboniláció képes a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységének 

csökkentésére. Ez a változás a szívinfarktust követően a heges területen túlélő 

szívizomsejtekben kimutatható és hozzájárulhat a posztinfarktusos regionális bal kamra 

diszfunkcióhoz.  

A posztinfaktusos szívizom-átépülés és a következményes bal kamra diszfunkció 

egy igen intenzíven kutatott terület a kardiovaszkuláris fiziológiában. Több tanulmány is 
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alátámasztotta, hogy a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységének változása fontos 

szerepet játszik a szisztolés diszfunkció és a posztinfarktusos szívelégtelenség 

kialakulásában. A szakirodalomban különböző eredményeket találhatunk a Ca
2+

-

érzékenység változásának irányáról és mértékéről az infarktust követő szívizom-átépülés 

folyamatával kapcsolatban, jelenleg még nem született egységes álláspont a fenti 

kérdésben [10, 12, 18, 57, 70-74]. Ez az ellentmondásosság valószínűleg annak 

köszönhető, hogy az egyes kutatócsoportok különböző állatmodelleket vagy humán 

mintákat használnak, és a szívizom-átépülés folyamatának különböző időpontjaiban 

tanulmányozzák a jobb, illetve a bal kamra eltérő területeit. Ezek a tényezők mind 

magyarázhatják az eltérő eredményeket, másrészt viszont mozaikként felépítve segíthetnek 

megérteni a bal kamrai remodelláció folyamatát. A fenti tanulmányok elsősorban az 

infarktus által közvetlenül nem érintett bal, illetve jobb kamrai területekre koncentráltak, 

míg mi a jelen kutatásunk során mind az infarktusos, mind a távolabbi bal kamrai 

területeket vizsgáltuk.  

10 héttel az infarktus után nem találtunk különbséget az egészséges kontroll és az 

infarktus által közvetlenül nem érintett területekről származó szívizomsejtek mechanikai 

paramétereiben. Ezzel szemben az infarktusos területen sikerült túlélő szívizomsejt 

csoportokat azonosítanunk, melyek csökkent Ca
2+

-érzékenységgel jellemezhetők. A 

megváltozott Ca
2+

-érzékenység ellenére a Frank-Starling mechanizmus molekuláris alapját 

képező hosszfüggő Ca
2+

-érzékenyítés, azaz a szarkomerhossz növelésére (1,9 µm-ről 2,3 

µm-re) bekövetkező Ca
2+

-érzékenység fokozódás összehasonlítható mértékű volt 

(ΔpCa50~0,1) minden általunk vizsgált csoportban, így megtartott volt az átépülésen 

keresztüleső bal kamra egészében. Ezeket a változásokat 10 héttel az infarktus után sikerült 

kimutatnunk, de nem zárhatjuk ki a mechanikai paraméterek további vagy más irányú 

változásainak lehetőségét a remodelláció korábbi vagy későbbi időpontjaiban.  
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A kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységét a kontraktilis fehérjék, döntően a TnI és 

a MyBPC foszforilációs állapota határozza meg fiziológiás körülmények között [72, 75]. 

Számos korábbi tanulmány, mely a poszinfarktusos bal kamrai szívizomsejtek Ca
2+

-

érzékenysége és a TnI foszforilációja közötti összefüggéseket kutatta, kimutatta, hogy a 

csökkent PKA-dependens és a fokozott PKC-függő TnI foszforiláció következtében jön 

létre a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységének növekedése [13], illetve csökkenése a 

szívinfarktust követően [12]. Ezt megvizsgálva a saját modellünkben az infarktusos 

területen a TnI csökkent PKA-függő foszforilációját tapasztaltuk, melyet a foszforiláció 

mértékének kimutatása mellett in vitro PKA kezeléssel is alátámasztottunk. Ez utóbbi 

ugyanis a Ca
2+

-erő összefüggés további jobbra tolódását, a Ca
2+

-érzékenység további 

csökkenését eredményezte az infarktusos területről származó mintákban, azonban nem 

okozott változást az egészséges kontroll szívizomsejtekben. Ezen eredményeink 

összhangban állnak más munkacsoportok eredményeivel, miszerint a PKA-függő TnI 

foszforiláció egyik fontos meghatározója a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységének [16, 

76], bár ebben a tanulmányban azt láttuk, hogy sem a PKA-, sem a PKC-függő TnI 

foszforiláció közvetlenül nem felelős az infarktusos területről származó szívizomsejtekben 

megfigyelt alacsonyabb Ca
2+

-érzékenységért, ami felveti más molekuláris mechanizmus 

szerepét.  

Mivel az oxidatív stressz egy ismert patofiziológiai faktor a posztinfarktusos 

miokardium remodellációban, az oxidatív fehérje módosulások szerepe joggal 

feltételezhető ezen folyamat során [5, 77]. A miofilamentáris fehérjéket több típusú 

oxidatív módosulás érintheti az infarktus kapcsán, többek között SH oxidáció [78], a lizin, 

arginin és prolin reziduumok karbonilációja [45] vagy a peroxinitrit mediálta nitráció [79]. 

Ezek közül az antioxidánsokkal revertálható SH oxidáció [55] és a humán mintákon kapott 

eredményeink alapján a karboniláció szerepe vetődött fel a Ca
2+

-érzékenység 
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csökkenésében. Ezen adatok alapján megvizsgáltuk az SH oxidáció mértékét, mely 

fokozódott az infarktusos területről izolált szívizomsejtekben. Korábbi eredményekkel 

összhangban ez a változás visszafordítható volt SH-reagens DTT in vitro alkalmazásával, 

azonban az SH oxidáció mértékének csökkentése nem járt együtt az alacsonyabb Ca
2+

-

érzékenység kontroll szintre történő emelkedésével. Ezen jelenség egy lehetséges 

magyarázatául szolgálhatnak korábbi adatok, melyek szerint az SH csoportok döntő 

részének oxidálódnia kell a funkcionális változások kialakulásához [55]. Feltételezzük, 

hogy az SH oxidáció mértéke nem éri el azt a szintet ebben a modellben, amely 

funkcionális változásokhoz vezetne. Így tehát az infarktusos területre jellemző alacsonyabb 

Ca
2+

-érzékenység meghatározásában nem játszik központi szerepet az infarktusos területről 

származó mintákban detektálható kismértékű SH oxidáció.  

A fehérje karboniláció, mint a súlyos oxidatív stressz markere számos 

tanulmányban felmerült a posztinfarktusos remodelláció résztvevőjeként [14, 25, 46]. Jelen 

tanulmányban az aktin és a MHC fokozott karbonilációját mutattuk ki az infarktusos 

szívizomsejtekben, míg az infarktus által nem érintett területen a kontrollnak megfelelő 

karbonilációt detektáltunk 10 héttel a koronária ligációt követően. Mindezek felvetették a 

karboniláció esetleges patofiziológiai szerepét az infarktusos területen túlélő 

szívizomsejtek átépülésében. Ezért in vitro kíséreteket végeztünk kontroll egér 

szívizomsejteken is, melyek során hidroxil gyökök képződését indukálva sikerült az aktin 

és a MHC karbonilációját kiváltani. Az in vitro karboniláció a humán szívizomsejteken 

tapasztaltakhoz hasonlóan csökkentette az izometriás aktív erőt, habár ez a változás nem 

mutatkozott meg az in vivo infarktusos egérmodellben, ahol a csökkent Ca
2+

-

érzékenységgel jellemezhető szívizomsejtek izometriás ereje megtartott volt. Az irodalmi 

adatok a Ca
2+

-érzékenységhez hasonlóan az aktív erő posztinfarktusos változását illetően 

sem egyértelműek [8, 10, 12]. Jelen esetben feltételezzük, hogy az ellentmondás egyik 
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lehetséges magyarázata az in vitro és in vivo körülmények között létrejövő eltérő mértékű 

miofibrilláris fehérje karbonilációban keresendő.  

Eredményeink az irodalmi adatokkal összhangban azt tükrözik, hogy az eltérő 

típusú poszttranszlációs fehérje módosulások, mint a fehérje foszforiláció és a karboniláció 

jelentősen befolyásolják a kontraktilis rendszer működését, főként a Ca
2+

-érzékenységet. 

Továbbá számos adat áll rendelkezésre, miszerint a kontraktilis rendszer működésének 

szabályozásában résztvevő enzimek aktivitását a szabad gyökök okozta oxidatív 

változások is befolyásolják [31]. A továbbiakban ezért a karboniláció és a foszforilációs 

módosulás közötti összefüggések vizsgálatára tettünk kísérletet PKA és különböző 

foszfatázok alkalmazásával, s azt tapasztaltuk, hogy a fehérjék foszforilációs állapota nem 

befolyásolja a karboniláció hatására bekövetkező Ca
2+

-érzékenység csökkenés mértékét. 

Kísérleteink során a PP1c csökkentette, míg a PP2Ac emelte a Ca
2+

-érzékenységet, 

irodalmi adatokkal összhangban [49, 50], melyek alapján mindez az MLC-2, illetve TnI 

defoszforilációján keresztül valósul meg. A foszforilációs státusz fenti változásai után 

szekvenciálisan provokált karboniláció hasonló mértékben csökkentette a kontraktilis 

rendszer Ca
2+

-érzékenységét, ami arra enged következtetni, hogy a fehérje karboniláció 

mechanikai hatásai függetlenek a fehérjék aktuális foszforilációs állapotától. Ezt az 

elképzelést tovább támogatták a rekombináns Tn komplexeken végrehajtott kísérleteink, 

ahol szintén hasonló karbonilációs hatásokat detektáltunk a Tn alegységekben, függetlenül 

a TnI PKA-függő foszforilációs státuszától. Következő lépésben a karboniláció és a Ca
2+

-

érzékenység csökkenés mértéke között mutattunk ki pozitív korrelációt, az in vitro és az in 

vivo adatokat is felhasználva.  
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16.ábra Összefoglalás: a posztinfarktusos szívizom-átépülés molekuláris résztvevői az infarktusos 

egérmodellben. A szívinfarktust követő hosszas neurohumorális aktiváció és oxidatív folyamatok, 

kiemelten a fehérje karboniláció 10 héttel az infarktust követően a kontraktilis rendszer Ca
2+

-

érzékenységének csökkenéséhez vezetnek, mely hozzájárul a kontraktilis diszfunkció 

kialakulásához. 

 

Összefoglalva tehát adataink arra utalnak, hogy az experimentális szívinfarktus 

kapcsán létrejövő fehérje karboniláció a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységének 

csökkenéséhez vezet az infarktusos területről származó szívizomsejtekben, sőt ez az 

irreverzibilis fehérje módosulás egyéb mechanizmusok, mint például a PKA-függő TnI 

foszforiláció ellenkező irányú hatásait is képes felülírni. Az infarktusos területen túlélő 

szívizomsejtekben a miofibrillumok karbonilációja a posztinfarktusos kontraktilis 

diszfunkció egyik meghatározó tényezője lehet, de természetesen más mechanizmusok is 

szerepet kaphatnak ebben a folyamatban (16. ábra). Megtartott Ca
2+

-homeosztázis mellett a 

Ca
2+

-érzékenység csökkenése következtében az infarktusos területen túlélő miokardium 

hipokontraktilissá válhat, hozzájárulva ezzel a globális bal kamra diszfunkcióhoz.  
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6. Összefoglalás  

A miokardiális infarktus és az infarktust követő szívizom-átépülés következtében kialakuló 

szívelégtelenség komoly népegészségügyi problémát jelent napjainkban. A folyamat 

hátterében álló molekuláris mechanizmusok feltérképezése hozzájárulhat a patofiziológia 

jobb megértéséhez, ezáltal esetlegesen új terápiás célpontok találásához. Az akut esemény 

és posztinfarktusos remodelláció egyaránt oxidatív stresszállapot, melyek során oxidatív 

poszttranszlációs fehérje módosulásokkal kell számolnunk. 

Kísérleteink során humán szívizommintákat felhasználva tanulmányoztuk a 

miofilamentáris fehérje karboniláció kontraktilis rendszerre kifejtett hatásait, valamint a 

fehérje karboniláció posztinfarktusos szívizom-átépülésben betöltött szerepét vizsgáltuk 

egy infarktusos egérmodellben. 

Vizsgálataink során az alábbi új megállapításokat tettük: 1) Az izolált 

szívizomsejtek kontraktilis fehérjéinek karbonilációja in vitro körülmények között a 

Fenton-reakció segítségével indukálható. 2) A miofilamentumok karbonilációja közvetlen 

hatással van a kontraktilis rendszer működésére, befolyásolva az izometriás aktív erőt, a 

szívizomsejtek passzív feszülését, illetve a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenységét. 3) 

Szívinfarktust követően csökken a kontraktilis rendszer Ca
2+

-érzékenysége az infarktus 

által közvetlenül érintett bal kamrai területeken. 4) A posztinfarktusos Ca
2+

-érzékenység 

csökkenés hátterében a fehérje karboniláció meghatározó jelentőségű. 

Eredményeink alapján a miofilamentáris fehérjék karbonilációja közvetlenül 

befolyásolja a szívizomsejtek kontraktilis rendszerének működését, jelentős szerepet 

játszik az infarktust követő bal kamrai szívizom-átépülés folyamatában, hozzájárulva ezzel 

a posztinfarktusos bal kamra diszfunkció kialakulásához. 
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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
2+

-sensitivity of force production. 3) Decreased 

Ca
2+

-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
2+

-

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. 

  



57 
 

7. Rövidítésjegyzék 

ADP – adenzin-difoszfát 

ANOVA – variancia-analízis 

ATP – adenozin-trifoszfát 

BCA – bicinkoninsav 

BSA – borjú szérum albumin 

[Ca
2+

]ic – intracelluláris kalcium-koncentráció 

DNPH – dinitrofenilhidrazin 

DTDP – 2,2’-ditio-dipiridin 

DTT – ditiotreitol 

ΔpCa50 – a kalcium-érzékenység változás mértéke 

ECL – megnövelt kemilumineszcencia 

EDTA – etilén-diamin-tetraecetsav 

EF – ejekciós frakció 

EGTA – etilén-glikol-tetraecetsav 

EKG – elektrokardiogram 

Faktív – maximális Ca
2+

-aktiválta aktív izometriás erő 

Fpasszív – Ca
2+

-mentes környezetben mért passzív erő 

Ftotál – totál erő (Faktív + Fpasszív) 

GPx – glutation-peroxidáz 

H2O2 – hidrogén-peroxid 

i.p. – intraperitoneális 

ktr,max – erő regenerálódás sebességi állandója 

LAD – bal elülső leszálló koronária artéria 

MHC – miozin nehéz lánc 

MI – miokardiális infarktus 

MLC-1 – esszenciális miozin könnyű lánc-1 

MLC-2 – regulatorikus miozin könnyű lánc-2 

MyBPC – miozinkötő C-fehérje 

MW – molekulatömeg 

NADPH – nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfát 

nHill – a Ca
2+

−erő összefüggés meredeksége 

NO – nitrogén-monoxid 
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OH• – hidroxil gyök 

ONOO
- 
– peroxinitrit 

O2
•- 

– szuperoxid gyök 

PBST – 0,1% Tween-20-tartalmú foszfát puffer 

pCa – -log10[Ca
2+

]  

pCa50 – a kontraktilis rendszer kalcium-érzékenysége 

Pi – inorganikus foszfát 

PKA – protein kináz A 

PKC – protein kináz C 

PMSF – fenil-metil-szulfonil-fluorid 

PP1c - protein-foszfatáz-1 katalitikus alegysége 

PP2Ac - protein-foszfatáz-2A katalitikus alegysége 

RAAS – renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer 

RIPA – radioimmun esszé 

ROS/RNS – reaktív oxigén/nitrogén szabad gyökök 

SDS – nátrium-dodecilszulfát 

SH – szulfhidril 

SL – szarkomerhossz 

S22/23 – 22/23. helyen található szerin aminosav a troponin I molekulában 

T143 – 143. helyen lévő treonin aminosav a troponin I molekulában 

Tn – troponin 

TnC – troponin C 

TnI – troponin I 

TnI-P – a troponin I foszforilált formája 

TnT – troponin T 
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David Santernek és Karola Treschernek a lehetőséget, hogy az intézetükben eltöltött hetek 

alatt betekintést nyerhettem az ott zajló munkába. 

Végül, de nem utolsó sorban pedig szeretném megköszönni a családom, a Szüleim és a 

Férjem türelmét, támogatását, amelyekkel könnyebbé vált az akadályok leküzdése és 

céljaim elérése. 

 

 

 

 

„A kutatás az Európai Unió és Magyarország támogatásával, az Európai Szociális Alap 

társfinanszírozásával a TÁMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0045 sz. és a TÁMOP 

4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonosító számú „Nemzeti Kiválóság Program – Hazai 

hallgatói, illetve kutatói személyi támogatást biztosító rendszer kidolgozása és működtetése 

konvergencia program” című kiemelt projekt keretei között valósult meg.”  
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11.  Függelék  

A függelék az értekezés alapjául szolgáló in extenso közlemények különlenyomatait 

tartalmazza: 

 


