OTKA K 68363 zar6 beszamolo

A teljes kutatasi periddusra tervezett vizsgalatwgvaldsultak, valamint néhany az eredeti
tervben nem szergjl de témavalasztasat tekintve az eredeti munkaerkapcsolhato
vizsgalat is lezarult. A tudomanyos eredmények égzlrészben megtortént, részben jelenleg
zajlik.

Eredmények: A myofibrillaris fehérjék szulfhididkoportjain (SH) bekdvetkéz
oxidacio myocardialis kontraktilitdsra gyakorolttésait vizsgaltuk SH-specifikus oxidalé és
redukalé szerek segitségével permeabilizalt, izolAuman szivizomsejteken. Az
oxidalészerként hasznalt 2,2’-ditiodipiridin (DTDR)ozis fug¢ modon megsziintette az
izometriasan mért maximalis Ca2+-aktivaltef-o) (EC50=2,82+0,2 mM; atlagtSEM; n=6).
2,5 mM DTDP kezelés (n=28) csotkkentette a FafEq=34+2%), a Ca2+-érzékenységet
(ApCa50=0,2+0,02), és az aktin-miozin ciklus kingtka jellemz ktr paramétert
(Aktr=0,262+0,03 sec-1). Ezek a DTDP hatasra kiatakodechanikai valtozasok teljes
mértékben visszafordithatéak voltak a két tiol astipl rendelkeé ditiotreitollal (10 mM
DTT; n=14), viszont csak részleges reverziot sikedlérni a molekulanként egy tiol
csoportot tartalmazo redukdlt glutation (GSH; 10 piM9) vagy N-acetil-L-cisztein (NAC;
10 mM; n=8) alkalmazasaval. Ellman-reagenssel wégzesgalatok szerint a fehérjek SH
csoportjai 10 mM DTDP hatasara csaknem teljesexridétbdtak. Tovabba, 3 mM DTDP
hatasara a szabad SH csoport szamaban bekdvetkékkenés (100%-rol 15,1+1,8%-ra)
DTT-vel teljesen (96,7+14,1%-ig), GSH-nal, NAC-netak részlegesen (34+7,6%-ig, és
30,3+£3,9%-ig) volt visszafordithatd. A kulonkibanyofibrillaris fehérjek SH-oxidaciora
mutatott érzékenységét (+)-biotinil-jodoacetami-dioxaoktanediamin alkalmazéséaval
hataroztuk meg. Utdbbi vizsgalatok szerint az Sepostok modifikacidja szamos
kontraktilis fehérjében, de elteDTDP koncentracié tartomanyban kovetkezik be. ADPT
EC50-nek megfelél koncentracioknal efsorban az aktin és 1-es tipusu miozin kdnidyc
fehérje SH-csoportjainak az oxidacioja jott 1étkEezen fehérjék oxidacidja ezért kritikus
szerepet jatszhat a myocardium oxidativ anyagcaeaeainak soran kialakul6 kontraktilis
funkcié csokkenésben.

Arra is kivancsiak voltunk, hogy a genetikai muda@vén ebidézett szivelégtelenség
egyik egérmodelljében (Tgalfag*44), illetve az afeknos ingerléssel &dézett
szivelégtelenség sertésmodelljében felismédkee az in vitro létrehozott fehérje-oxidacio
okozta mechanikai valtozasok. A szivizomsejtek raadtai sajatossagai (pl. a kontrollhoz
viszonyitott fokozott Ca2+-érzékenyseég) ezt a k&baget azonban mindkét modell esetében
valbsziriitlenné tette. Tovabba az Ellman-reagenssel védothajeghatarozasok eredményei
sem tamasztottak ald a szivelégtelenné valo trénsegérsziveki izolalt szivizomsejtek
jelens mértéki oxidativ kdrosodasat. Mindezek alapjan a szivelégség Tgalfaq*44
egérmodelljében és elektromos ingerléssel Iétrahgraésmodelljében Iétrejékontraktilis
funkciézavarban a kontraktilis fehréjék SH-oxidgaitak alarendelt szerepe lehet.

A peroxinitrit-fliggd SH csoport oxidacié és kontraktilis funkcié dssggfeseit human
szivizomsejteken vizsgaltuk. A peroxinitrit SH cedpoxidacié-figg mechanikai hatasainak
feltarasa érdekében human donor enedstivizomsejteket peroxinitrittel kezelttik, majd
kilénb6d redukald szerek (ditiotreitol (DTT), N-acetil-Lszitein (NAC) vagy redukalt
glutation (GSH) jelenlétében végeztink inkubaciokat peroxinitrit majd SH-redukalo
agensek alkalmazasat koahechanikai funkcié visszatérés mértéke a peroiirokozta
mechanikai funkciévesztés SH csoport-figgomponensének nagysagat illusztralta. Ezt a
stratégiat kdvetve azt kaptuk, hogy a maximalis-cialités mellett mért izometridséeb0
mikroM peroxinitrit kezelés utan 56+4%-ra csokkenglyet 10 mM DTT 13%-kal fokozott.
(A kezeletlen kontroll: 100%.) 10 mM NAC mechanikaatdsa 50 mikroM peroxinitrit
kezelés utan a DTT-éhez hasonlo volt. A fehérjék cSHportjai akar 1 mM peroxinitritet
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(redukdlt SH csoportok aranya: 58+7%) k@vg&0 mM DTT kezelés utan is teljes mértékben
redukalt allapotba keriltek (redukalt SH csoporéoinya: 94+5%). Tehat az izometriaé er
részleges reverzidja a redukalé dgensek utdn aesBpbrtok oxidaciojato fuggmechanikai
komponenst (a teljes funkciovesztést 100%-nak vekéyel 20%-os részesedéssel
azonositotta. Az aktin-miozin keresztkétési kingté&k 50 mikroM peroxinitrit nem fejtett ki
hatast, utalvan arra, hogy a Ca2+-aktivacio regojd&0 mikroM peroxinitrit alkalmazasa
utan nem valtozott. Bfeszitéseket tettiink annak érdekében is, hogy aisnk a
szarkomert alkot6 fehérjek azon csoportjat, mebygleroxinitrit kezeléseket kddetedukalo
szer expozicidk sorén szelektiv oxidacids-redukcikkisokon mentek keresztil. A fehérje-
biotinilacios eljarast tartalmazé modszerink aitaljtott homogén intenzitds modosulasok
alapjdn azonban nem sikerult kivalasztanunk olyanéfieket, melyek kiemelkéd
jelentbséggel birnanak a szivizomsejtek peroxinitrit oko2H-oxidativ karosodasaban, és a
kovetkezményes mechanikai funkcié valtozdsokban.

Az akut myocardidlis infarktus utan bekovetikeaxidativ sejtkarositdé folyamatok
molekuldris szint tanulmanyozasa érdekében laboratoriumi egerek ehi#ks leszallo
coronaria lekotése kovetkezteben kialakulé élifeli myocardialis infarktusbdl szarmazé
szivizomsejtekkel végeztink kisérleteket. Kisémltesoran egészséges (kontroll) és
infarktust elszenvedett (MCI) egerek bal kamrajanakarktusos (Ant) és ellenoldali
tertletédl (Inf) nyert szivizommintakat vontunk be. PerméiaBlt szivizomsejteken 1,8m-
es és 2,3um-es szarkomerhosszon valtottunk ki izometriasikalekontraktirakat, €és mertik
a kalcium-aktivalta aktiv ét, a kalciumtdl flggetlen passzivoéer a sejtek kalcium-
erzekenységet (pCab0), illetve az aktin-miozinusksebességének maximumat (ktr,max). A
Frank-Starling mechanizmus minden csoportban miegtavolt. Az infarktusos sejtek
kalcium-érzékenysége az egészseges sejtekéheznyitszo mindkét szarkomerhosszon
szignifikansan kisebbnek bizonyult (pCa50 atlagevs 1,9 um: kontroll: 5,85 + 0,02; MCI:
5,71 + 0,05; 2,3um: kontroll: 5,95 £ 0,02; MCI: 5,79 + 0,05). A kemmetszetre normalizalt
aktiv ebértekek nem tértek el egymastél, mig a passzivigr um-es szarkomerhosszon az
infarktusos terlleten nagyobbnak adddott (kont#ait: 0,2 £ 0,03 kKN/m2; MCI Ant: 0,38 +
0,08 KN/m2). A ktr,max érték jelefgen kisebb volt az MCI egerekben az infarktus éidalz
ellenoldalhoz képest (1;8m: Ant: 2,82 £ 0,17 1/sec; Inf: 3,89 £ 0,26 1/s2@um: Ant: 2,66
+ 0,15 1/sec; Inf: 4,23 + 0,15 1/sec). Eredménymihkarra kovetkeztethetliink, hogy
szivinfarktus hatasara csokken a kontraktilis readskalcium-érzékenysége és az aktin-
miozin ciklus sebessége, méga passziv é; de a Frank-Starling mechanizmus héattere nem
valtozott. Western immunoblot segitségével hatakomieg a troponin | (Tnl) protein kinaz A
(PKA) és protein kindz C (PKC) fuggfoszforilacios szintjét. Az aktin redukalt SH
csoportjainak mennyisége, és annak in vitro dithieitol (DTT) kezeléssel indukalt fokozasa
az SH-oxidaci6 mértékét jellemezte. Az aktiraktinin és a miozin nehéz lanc (MHC)
karbonilaltsagi fokat OxyBlot modszerrel hataroztukg. Az infarktusos teruléirszarmazo
Tnl PKA-flggs foszforilacios szintje jelefisen alacsonyabb volt a kontrollhoz képest (Ml
Ant: 59,9+7,6%; kontroll:100+12,8%; relativ egysi#itag=SEM; n=20-23), mig a PKC-flgg
foszforilacibban nem talaltunk kilonbséget. Szig@iisan alacsonyabb redukalt SH
tartalmat, azaz magasabb SH oxidacios szintetualdbz infarktusos terileten. DTT kezelést
kovetben megemelkedett az SH csoportok szama minden rtbapakontroll: 83,9+6,2 %;
kontroll+DTT: 100+3,9%; MI Inf. 62,5+10,3%; MI InBTT: 100+5,4%; MI Ant:
49,1+10,6%; MI Ant+DTT: 100+3,6%; n=8-29). Az inkiusos szivek mindkét terlletén
szignifikhnsan magasabb foku fehérje-karbonilacetektaltunk az aktin (kontroll:
100+3,7%; MI Inf: 139,9+11,8%; MI Ant: 145,8+18,1%=10-12) és az MHC esetében
(kontroll: 100£7,3%; MI Inf: 146+16,9%; MI Ant. 20B+45,7%; n=11-12) a kontrollhoz
képest, mig azu-aktinin karbonilacios éallapotaban nem talaltunkitkibséget. In vitro,
mesterségesen dallézett fehérjekarbonilaci6 a szivizomsejtek CaRzekenységét
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csokkentette. A szivinfarktus utdn bekovetkgzoszttranszlacios maddosulasok érintik a
kontraktilis rendszer fehérjéit. Valtozas jon leaernl foszforilacidos statuszaban, valamint
tobb fehérje oxidativ karosodast szenved, melyetisatinfarktusos remodelling meghatarozo
tényedi lehetnek.

Huméan szivelégtelenséghben az izolalt szivizomdsftekmagas passziv fesziilés
meérhet, melynek hatterében a titin molekula megvaltorotfalmassagi paraméterei allnak.
Jelen tanulméanyban a Z-vonalak mellett elhelyeékedO nm széles titin-aktin atfedést
vizsgaltuk. Arra voltunk kivancsiak, hogy ezen ¢égkidativ karosodasa milyen mértékben
jarul hozza a szivizomsejtek magas passziv fesdikes Méréseinkhez donorokbdél szarmazé
szivizomszovetet (Kontroll), valamint aorta stesosi (AS) és szivelégtelen betegek (HF)
biopszias mintait hasznaltuk fel. Mechanikareérések soran izolalt szivizomsejtek aktiv és
passziv tulajdonséagait hataroztuk meg. In vitrdnidtteitol (DTT) kezeléssel vizsgaltuk a
myofilamentumok oxidativ karosodasanak revertakagat. Gelsolin kezeléssel kivontuk a
vékony filamentumot, ezzel vizsgalva a titin-aktinterakcio hozzajarulasat a passziv
feszlléshez. Immunfluoreszcens jeldléssel (alphiaiak nitrotirozin) vizualizaltuk a
myofilamentumok oxidativ karosodasanak szarkomerlkkalizaciojat. Mind a DTT, mind a
gelsolin kezelés csokkentette a passziv feszulhat@am csoportban. Minél magasabb volt a
passziv feszilés a kezeléselttelannal nagyobb mértékben csdkkent az a kezelésdisara.

A Kontroll és az AS csoportban a nitrotirozillhéjéek eloszldsa a Z-vonalak k6zé esett. A
HF csoportban egész sejtre kitetjadtrotirozin mintazat volt jelen, mely magaba faitgh a
Z-vonalak terileteit is. KonklGzio: a titin-aktinnterakcié tertletén létrejév oxidativ
karosodasok hozzajarulnak a szivelégtelendégbarmazo szivizomsejtek magas passziv
feszlléséhez. Ez antioxidans kezeléssel és/vagyélony filamentum eltavolitasaval
csokkenthei. Valoszirisithet, hogy a Z-vonal fehérjék oxidativ karosodasa maatitin-
aktin interakcié passziv feszulésre gyakorolt raiégkifejezettebben a szivelégtelensegb
szarmaz0 szivizomsejtekben érvényesil. Ez hozildgdra szivelégtelenség soran fellép
kontraktilis diszfunkciéhoz.

Osszegezve eredményeinket elmondhatd, hogy a myafils fehériék oxidacija
kovetkeztében csokken a Ca2+-aktivati sraximuma és cstkkenhet a kontraktilis rendszer
Ca2+-érzékenysége, tovabba lassulhat az aktin migikius sebessége is. Ezen valtozasok
hatterében néhany kitintetett kontraktilis fehégiéb meértéki karbonilacidja, SH-
oxidacidja, nitracidja illetve foszforilacidéja alh Mindezen folyamatok hozzgjarulhatnak a
sziv csbkkent pumpafunkcidjahoz a fokozott oxidatiesszel jaro korallapotokban.
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