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Bevezetés

A calpainok és feltételezett szerepiik a szivizomszovetben

A calpainok Ca*"-aktivalt intracellularis neutralis proteolitikus enzimek. A legtbb eukariota
sejtben megtaldlhatok. A calpainok izomszovetben betoltott szerepe csak részben ismert.
Feltételezhetden szerepiik van az individudlis fehérjék szoveti szintjének szabalyozéasaban, az
ischaemias/reperfuzios szivizomkarosodas (myocardialis stunning) kialakuldséban, a fehérjék
metabolizmuséaban, igy az izomszovet ndvekedésének, differencidlodasanak és atrofidjanak
szabalyozasaban. A szivizomszovetben 2 szdvet-specifikus calpain tipus expresszalodik. Az
egyik az u.n. p-calpain vagy calpain-1, melynek aktivalodasahoz in vitro koriilmények kozott
aktivalodasdhoz lényegesen magasabb, mM-os Ca’" koncentraciot igényel. A calpainok
intracellularis aktivalodasanak pontos mechanizmusa napjainkban még nem teljesen ismert,
ugyanis a calpainok Ca®" igénye magasabb, mint az é16 sejtekben el6forduléd 50-300 nM. De
gy vélik, hogy a mar aktivalodott p-calpain mitkodéséhez sziikséges Ca®" koncentracid a
fiziologias tartomanyba eshet. Az m-calpain aktivaloddsdhoz ¢és miikddéséhez in vitro
szitkséges Ca”" koncentracié a sejtek életképességével vélhetéen sszeegyeztethetetlen.

A p-calpain alacsony intracelluldris Ca®" koncentricid esetén inaktiv formaban
myofibrillaris és citoszkeletalis struktirdkhoz kotve van jelen a citoszolban, dontéen a
szarkomer Z-csikokhoz asszocialtan. Az intracellularis Ca®" koncentracié emelkedésekor az
enzim a sejtmembranba transzlokalddik, majd egyes elképzelések szerint, intramolekularis
proteolizist kovetden valik aktivva. A calpainok miikodését a Ca®"-on és az autoproteolizisen
kiviil egyéb mechanizmusok is szabalyozzak. Ilyen az endogén calpain inhibitor (calpastatin),
mely feltehetéen az enzim spontan aktivalodasat képes gatolni, az enzim Ca®*-érzékenységét
szabalyoz6 foszfolipidek és az endogén calpain aktivatorok. A calpainok proteolitikus
aktivitdsanak jellegzetes tulajdonsdga a sejt bizonyos fehérjéinek limitalt hasitasa, mely
stabil, viszonylag nagy méretli fehérje fragmentumok keletkezését eredményezi. Ez nem
annyira fehérje degradacids folyamatra, mint inkdbb posttranszlaciés modositasra utal, ezért
tobben tekintik a pi-calpaint a sejt fehérje-metabolizmus szabalyozojanak (u.n. house-keeping

enzim), mint degradativ enzimnek.



A familiaris hypertrophias cardiomyopathia és a calpainok

A familidris hypertrophias cardiomyopathia (fHCM) kamrai hypertrophiaval, a myofibrillaris
fehérjék rendezetlenségével és fibrozissal jellemezhetd oOrdkletes megbetegedés, mely
gyakran okoz hirtelen szivhalalt. A betegséghez 9 gén eddig tobb mint 100 azonositott
mutacidja vezet, melyek kivétel nélkiil a kontraktilis rendszer vékony ¢&s vastag
filamentumainak valamely proteinjét érintik. Ezért az fHCM a szarkomer betegségének
tekinthetd, azonban a mutéciok és az fHCM kialakulasi mechanizmusa kdzotti kapcsolat nem
tisztazott. Korabbi tanulméanyokban igazoltdk, hogy a korképben viszonylag gyakran
kovetkezik be a troponin I (Tnl) molekula szivspecifikus izoformdjat (cTnl) kodolo gén
mutacidja. Nem ismert azonban, hogy a kontraktilis rendszer kiilonb6zd szerkezetli és
funkcioji fehérjéinek mutacioi miért vezetnek a klinikai tiinetek kialakuldsdhoz, tovabba a
makroszkopikus és mikroszkopikus szerkezet tekintetében gyakorta hasonld klinikai
megjelenéshez.

A cTnl fiziolégids koriilmények kozott a troponin C (¢TnC) és troponin T (¢TnT)
fehérjékkel 1:1:1 aranyu komplexet alkotva fordul eld. A cTnl molekula kulcsfontossagu
szerepet tolt be a kontraktilis rendszer miikddésének troponin komplexen keresztiil torténd
ki-be kapcsolasiban. Ez annak koszonhetd, hogy az intracellularis Ca®* fiiggvényében cTnl
kiilonb6z6 régioi ciklikus modon asszocidlodnak és disszocidlodnak az aktin és a miozin
molekuldkhoz. Ez a ciklus a vastag és vékony filamentumok egymdshoz viszonyitott
elmozdulédsat, végsé soron az izom rovidiilését és az erd kifejlodését eredményezi. A
kontraktilis rendszer mitkodésének kifejezett Ca®-fiiggése szervesen kapcsolodik a cTnl
molekula térbeli helyzetéhez.
cTnl szerkezetében bekovetkezd legkisebb valtozas is a szivizom kontraktilitds-valtozasat
vonhatja maga utan. Ilyen térszerkezet-valtozast hozhatnak létre példaul a cTnl molekula
fHCM-asszocialt mutacidi. Ezért intenziv kutatas bontakozott ki azzal a céllal, hogy a ¢Tnl
mutacioknak a sziv pumpafunkciojara kifejtett hatasait minél pontosabban megérthessiik. A
cTnl-t érintd mutaciok tobb esetben a molekula strukturdlisan és funkciondlisan eltérd
szereppel rendelkezé régioit érintik, melyek kiilonbozd hatast gyakorolnak az erdgeneralas
folyamatara, a TnC-hez torténd kapcsolat jellegzetességeire és egyes esetekben a miozin
ATP-4z aktivitasara is. Ennek tiikrében nehezen tiinik értelmezhetdnek, hogy miért alakulnak
ki a hypertrophias atépiilés hasonlé morfologiai varidnsai a ¢Tnl molekula egymastol tavoli

régioit érinté mutaciok hatasara. gy pl. az R145G mutacio, mely a cTnl centralis inhibitoros



doménjének strukturdjat és funkcigjat valtoztatja meg, valamint a C-termindlis terminalishoz
kozeli K206Q mutacié egyarant az fHCM klasszikus un. ,,ventriculdris” tipust variansat
idézik eld, melyben az interventricularis septum megvastagodasa dominal. A C-terminalison
taldlhatdé masik mutaciod, a G203S viszont az fHCM ,,apicalis” variansat okozza. A cTnl
kiilonbozd szakaszait karositd mutaciok és azok myofibrillaris mechanikara kifejtett
kovetkezményei tehdt nem magyarazzak tokéletesen az fHCM morfologiai és klinikai
jellegzetességeit.

Goll ¢és mtsai ramutattak, hogy a calpainoknak szerepe van az izomszovet
novekedésében, igy valosziniisithetd, hogy a calpainok részt vesznek az izomfehérjék
bontdsanak és felépitésének szabalyozasdban is, mely koros esetben elvileg a myocardium
izomfehérjék aranyanak eltolodasdhoz, akar szivizom hypertrophidhoz is vezethet. Szamos
adat van arra vonatkozoan, hogy a vad tipusa (WT) cTnl a p-calpainnak jo szubsztratja. A
cTnl molekula primer aminosav-szekvencidjaban bekdvetkezd6 fHCM-asszocidlt mutaciok
azonban felborithatjdk a cTnl p-calpain-regulédlt turnoverét. A cTnl csokkent p-calpain-

medidlt degradacidja a fehérjék intracellularis akkumuldciéjahoz ¢és hypertrophiés

cardiomyopathidhoz vezethet.

A proteinkindz-A-medialt cTnl foszforilacio és kovetkezményei

A troponinok funkcidjanak finom hangoldsa fehérje-foszforilacios/defoszforilacios
folyamatok utjan torténik, mely szintén szoros Osszefiiggésben van a molekula szerkezetével.
A cTnl intracellularis foszforilacidjat a proteinkindz-A (PKA) katalizélja. A molekula két
funkcionalis szempontbol jelentés PKA foszforilacios hellyel rendelkezik, a Ser-22 és Ser-23
pozicioban. A molekula a két foszforilaciés hely miatt harom kiilonbozé foszforilacios
allapotban: defoszforilalt, monofoszforilalt és biszfoszforilalt formaban fordulhat el6 a
szivizomban. Ezen formak egymashoz viszonyitott ardnya a [B-adrenerg rendszer aktualis
aktivaltsagi szintjétol fiigg. A molekula PKA-medialt foszforilacidja a kontraktilis rendszer

csokkent Ca®"-érzékenységéhez vezet, azonban ehhez mind a két foszforilacios hely egyidejii
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A PKA ugyanakkor foszforilalja a szarkomplazmatikus retikulum Ca®" pumpajat szabalyozo

fehérjét, a foszfolambant (PL) is, ami a Ca’" citoplazmab6l vald gyorsabb

crer



stimuldcid soran, mert az kompenzalni igyekszik a szivfrekvencia-emelkedés kedvezdétlen
hatésait.

A tapasztalatok azt mutatjak, hogy a szivelégtelenségben szenvedd (New York Heart
Association(NYHA) osztaly II-1V.), rossz bal kamara funkcioval rendelkezé6 myocardium
esendObb a myocardialis stunning sordn, mint az egészséges, vagy kevésbé beteg szivek.
Ennek egyik lehetséges magyarazata az egészséges ¢és a beteg myocardium fehérjéinek PKA-
medialt foszforilacios szintjében levo kiilonbség. Szivelégtelenségben ugyanis a f-adrenerg
rendszer down-regulacidja miatt bizonyos fehérjék, pl. a cTnl és a PL PKA foszforilacios
szintje csokken. Egészséges myocardiumban irodalmi adatok szerint hozzavetdlegesen 84%,
mig szivelégtelenségbdl szdrmazd mintdkban csak 56% a cTnl foszforilacios szintje. A cTnl
szivelégtelenségben tapasztalt csokkent foszforilacids szintje a myofibrillaris rendszer
emelkedett Ca’'-érzékenységéhez vezet. A megvaltozott foszforilacids szint érinti a c¢Tnl
molekula to6ltését, konformacidjat, a troponin komplexen beliil elfoglalt helyzetét.
Defoszforilalt cTnl esetén a Ca**-kotott, nyitottabb konformécio, foszforilacié soran a Ca*'-
disszocidcialt, zartabb konformdaci6 stabilitasa fokozodik. Felmeriilt, hogy a cTnl
foszforilacio-fiiggd konformacio-valtozasaval modosulhat a molekuldk hozzaférhetdsége a
proteolitikus enzimek, mint pl. a p-calpain szdmara is. Defoszforilalt esteben a molekula
esendébbé valik a calpain hasitds irant. Kozvetetten ezt tdmasztjak ald a ¢Tnl molekuldk

PKA-mediélt foszforilacidos és P-adrenerg stimulacids vizsgalatai is, mely esetekben a

foszforilacié eredményeként a cTnl csokkent pi-calpain hasithatdsagat észlelték.

A reverzibilis ischaemias/reperfuzios myocardium karosodas kialakulasanak feltételezett
mechanizmusa — calpain tedria

A myocardium akut ischaemia/reperfizidja soran a szivizom pumpafunkcidja rendszerint
romlik. A kialakul6 kontraktilitas diszfunkci6 hatterében a szivizomsejtek anyagcseréjében és
Ca®" homeosztizisaban bekovetkezé  véltozasok —keresendSk. Ischaemia alatt az
energiafelhasznalas meghaladja az aktudlis energiatermelést. Ennek kovetkeztében a
szivizomzat leginkabb energiaigényes funkcidi szenvednek zavart, mint pl. a Ca®"
homeostasis, igy az intracellularis Ca®*-koncentracio emelkedése kovetkezik be. Amennyiben
az ischaemidt okoz6 érelzdr6das megsziinik, megindulhat a reperfuzio, melynek sordn az

extracellularis pH és az oxigénellatds hamar normalizalddik, ez azonban paradox moddon



atmenetileg noveli a szivizomsejtek intracellularis Ca*-telitettségét. Az ischaemiassa tett
myocardium reoxigenizacidja masrészt intenziv oxidativ szabadgyok-képzést is indukal,
mely a magas Ca®" koncentriciéval jellemzett tereket elvalasztdé membranrendszerek
karositasaval jarul hozza a szivizomsejtek belsé terében a Ca®" koncentracié fokozodasahoz.
A fentiek alapjan kés6 ischaemia és korai reperflizid soran a Ca®'-tultelitettség kialakulasaval
egyarant szamolni kell, melynek szerepe lehet az ischaemids/reperfuziés myocardium-
karosodas létrejottében. A 10-20 percet meg nem haladd teljes vérellatdsi hiany még
reverzibilis, ugynevezett myocardialis kéabulatot (,,stunning”) idézhet eld. Ezekben az
esetekben a vérkeringés helyredllasat kovetden 15-20 perc alatt bekovetkezik a
citoplazmatikus Ca*" koncentracié normalizalédasa. A myocardium egyértelmiien életképes,
nekrdzistdl mentes marad, ennek ellenére a szivizom kontraktilitdsa rovidebb-hosszabb ideig
(6rdk-napok) tovabbra is karosodott lehet. Ez az ugynevezett ,myocardialis stunning”
klasszikus megjelenése. Ez az tigynevezett ,,myocardialis stunning” klasszikus megjelenése.

A napjainkban leginkdbb elfogadott allaspont szerint a reverzibilisen csokkent
myocardidlis pumpafunkcié magyarazata a karosodott kontraktilis fehérjerendszer csokkent
Ca” -reaktivitisa. E jelenség hatterében akut ultrastrukturalis karosodasok keresenddk,
melyek intracellularis fehérjéket érintenck. A fehérjekarosodasok létrejottében egy Ca’'-
fiiggd proteolitikus folyamat szerepe bizonyitottnak latszik. Specifikus proteaz inhibitorokkal
végzett kisérletek alapjan a proteolizis a mar emlitett neutralis intracelluléris protedzhoz, a p-
calpainhoz kapcsolhat6. Az enzim aktivalodéasat a késd ischaemia és korai reperfuzd soran
kialakulé Ca*"-taltoltédés triggereli és ez inditja be a proteolitikus valtozasokat. A karosodott
fehérjék cseréje illetve Ujraszintetizalasa 1d6t igényel, ez magyaraznd az orakig - napokig
tart6 funkciondlis zavart. Arra vonatkozélag nem rendelkeziink abszolut érvényii
bizonyitékokkal, hogy a Ca*"-mediélt proteolizist mas mechanizmusok (pl. reaktiv oxigén és
nitrogén intermedierek) milyen mértékben egészitik ki. A leglijabb vizsgalati eredmények
alapjan az is felmeriilt, hogy a proteolitikus aktivitashoz a szabadgyokok altal aktivalt matrix
metalloproteindz—2 enzim (MMP-2) miikddése is hozzajarulhat.

Ezen proteolitikus hatdsok kapcsan legtobb figyelmet a myofilamentumot alkotod
fehérjék lehetséges karosodédsai kaptak. Viszonylag koran leirtdk a troponin-komplex
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legtobb adat a cTnl-ra vonatkozodan taldlhato. Allatkisérletes modelleken kozvetetten
igazoltdk, hogy az ischaemids/reperfuzids anyagcserezavar kapcsan a p-calpain egy 17
aminosavbol 4llo6 polipeptid egységet hasit le a cTnl C-terminusar6l. Azokban a
transzgenikus egereken végzett kisérletekben, ahol a cTnl igy megroviditett valtozatat
expresszaltdk (cTnlj.193), valoban sikeriilt kimutatni a sziv csékkent pumpafunkcioja és a
cTnl-degradacid kozotti kapcsolatot. Postischaemids szivizommintdkkal végzett biokémiai
meghatarozasok soran azt is felismerték, hogy a cTnl bomlasa a C-terminalis 17
polipeptidbdl all6 szekvencidjanak levalasa utan is folytatodik. A masodik hasitasi hely a
c¢Tnl N-terminalisatol szamitott 63., a harmadik a 73. aminosavnal valoszinusithetd. A c¢Tnl
proteolizise a szivizom karosodott relaxacios képességéhez vezet, ami a stunning egyik
karakterisztikus jellemzdje, alatdmasztva, hogy a cTnl degradacido fontos szerepldje a
myocardidlis stunningnak. Azonban nagytestli allatokon nem sikeriilt igazolni az emlitett
fehérje postischaemias karosodasat.

In vitro adat van arra vonatkozoéan, hogy regulatorikus a ¢TnT, a troponin komplex
tropomiozint kotd tagja is bomlik p-calpain hatdséara, és ez a degradacid az aktin-miozin
interakci6 megvaltozasdhoz vezet. Bonyolithatja a képet, hogy a ¢Tnl és ¢TnT molekulakbol
lehasadd degradécios termékeket transzglutamindz aktivitdsu enzimek mds myofibrillaris
fehérjékhez kapcsolhatnak. Ilyen kovalens komplexeket a Tnl hasitdsdbol keletkezd
degradalt proteinek vonatkozisaban is azonositottak. A human myocardium ischaemiés
karosodasanak diagnosztikdjaban a troponin komplex (elsésorban a cTnl és a cTnT)
bomléstermékeinek vérplazmaban torténd felismerése jelenleg kozponti helyen szerepel.
Mindezek alapjan a kabult myocardium a kontraktilis fehérjék regulacids folyamatainak
izolalt karosodasa kovetkeztében alakulna ki.

Kevéssé elképzelhetd azonban, hogy a p-calpain, amely ugy hivta fel magara a
szivizomban egyediil a regulatérikus cTnl és esetleg a cTnT bontasara lenne képes. Az igen
szelektiv enzimhatas azért is valdszinlitlen, mert a p-calpain nem rendelkezik szigoru
szekvencia-specificitdssal, bar ,,elényben részesiti” a nagy hidrofob oldallancokat (Leu, Val).
Az enzim inkabb a szubsztratok magasabb rendii strukttrdit ismeri fel €s azonositja hasitasi
helyként. Véazizom-preparatumokat hasznalé kisérletekben calpain-kezelés hatdsira a

harantcsikolt struktira jellegzetes valtozasa kovetkezett be, mely alapul szolgalt az



enzimhatas ¢lettani miikodésének feltarasahoz is. Az enzim a titin és a nebulette (vazizomban
nebulin) struktirfehérjéket gyorsan hasitja, ezaltal zavart szenved egyéb fehérjék
szarkomerben vald rogzitettsége is. Karosodik tovabba a dezmin ¢és kotott allapotabol
kiszabadul esetleg el is hasad az o-aktitin. Tovabb lazulnak a fehérjék kozotti kapesolatok,
kiszabadul és hasad cTnT, a ¢cTnl, a ¢cTm és a C protein. Ez a folyamat végiil a Z-csikok teljes
eltinéséhez vezet. Miutdn a calpain kiszabaditotta a fehérjéket a filamentamentaris
rendszerbdl és nagy fragmentumokka hasitotta (,,eléhasitotta”) Oket, mas protedzok
(proteosome, katepszinek, peptidazok) tehetik teljessé a fehérje lebomlast.

Figyelemre méltod, hogy szamos eredmény keriilt kozlésre annak alatdmasztasara is,
hogy a kabult myocardium pathogenezisében a szivizomsejteket érd strukturalis karosodas is
szerepet kap. E megkozelités szerint az egyes strukturalis és myofibrillaris funkcidkkal bird
fehérjék proteolizise vagy akdr csak kiszabaduldsa a szigorti szabalyok szerint felépitett
filamentaris rendszerb6l megbontja a Z-csikok egységét, ami elsdsorban a struktira
karosodasa miatt vezet jelentds kontraktilitas-diszfunkcidohoz.

A degradacids folyamatban feltehetden érintett struktarfehérjék kozott szerepel
tobbek kozott a titin oriasfehérje (mas néven connectin), az a-fodrin, a dezmin és az a-
aktinin, melyekrdl egyre tobb informécioval rendelkeziink.

Osszefoglaloan megallapithatjuk, hogy jelenleg még nincs egyetértés abban, hogy: (1)
melyek a stunninghoz kotott proteolizis altal elsésorban karositott fehérjestruktirak, (2) ezek
milyen modon viszonyulnak a megvaltozott myofibrillaris funkcidhoz, (3) az eddigi
allatkisérletekbdl feltart Osszefiiggések milyen mértékben vonatkoztathatok a human

szivizomzat ischaemids/reperfiizids karosodésara.



Célkitiizések

In vitro kisérleteinkben a kdvetkezo kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Rekombinans cTnl molekuldk fHCM-specifikus pontmutacidi kovetkeztében
(R145G, G203S ¢és K206Q) valtozik-e a cTnl molekulak calpain-hasithatosaga?

2. Kiilonbdznek-e az izolaltan és a troponin komplexben levé mutdns cTnl molekuladk p-
calpain-hasithatésag szempontjabol?

3. Hatassal van-e a PKA-medialt biszfoszforilaciéo a mutans cTnl molekuldk p-calpain-
hasithat6sagara?

4. Magyarazatul szolgalhat-e a familiaris hypertrophids cardiomyopathidban
tapasztalhatd morfologiai és funkcionalis véltozasokra a c¢Tnl mutaciok és a p-
calpain-hasithatosag kozti kapcsolat?

5. Van-e kiilonbség a dilatativ cardiomyopathias (NYHA III-1V.) és a donor szivek ¢Tnl
molekulainak foszforilacids szintjében? Hatassal van-e ez a molekuldk p-calpain-
hasithat6sagara?

6. A cTnl-n kiviil vannak-e mas p-calpain-érzékeny fehérjék a human myocardium
regulatorikus és strukturdlis myofibrillaris fehérjéi kozott? Van-e kiilonbség ezen
fehérjék egymashoz viszonyitott p-calpain-érzékenységében?

7. A myocardidlis stunninggal kapcsolatos eddigi allatkisérletes adatok milyen
mértékben mutatnak kapcsolatot a huméan myofibrillaris fehérjék in vitro p-calpain
emésztése soran szerzett ismeretekkel?

8. Milyen proteolitikus valtozasok valdszintsithetok a szabalyozatlanna valé p-calpain

mitkddés kdvetkeztében a human myocardiumban?



Anyagok és Modszerek

Tisztitott cTnl molekulak

Kisérleteinket a Bochumi Egyetemen molekularis biologiai modszerekkel eldallitott,
rekombinans c¢Tnl molekuldk felhasznalasaval végeztiik. Négyféle cTnl molekula allt
rendelkezésiinkre: a vad tipustt (WT) és 3 fHCM-asszocialt mutans forma. A vad tipusu az
egészséges emberek szivében eléforduld cTnl-nak felelt meg. A ,,missense” mutacidk a cTnl
molekulat a 145-6s, 203-as és 206-0s aminosav pozicidkban érintették. Jelolésiik ennek és a
kialakult aminosav cseréknek megfelelden: R145G, G203S ¢és K206Q. A molekulak
expresszioja és tisztitdsa Deng és mtsai valamint Reiffert és mtsai leirasa szerint tortént.

A human szivizom-specifikus troponin komplexek képzéséhez cTnT ¢és cTnC
molekulakat 6sszekeverték WT vagy mutans cTnl molekulaval (R145G, G203S, K206Q)
pufferben végzett dializisek kovették. A troponin komplex képzddés hatékonysagat analitikai
gélfiltracioval ellendrizték.

A WT ¢és a mutans cTnl molekuldkat a PKA katalitikus alegységével a Ser-22 és Ser-
23 pozicioknak megfelelden Deng €s mtsai leirdsa szerint foszforilaltdk. A c¢Tnl molekuldk
foszforilacids szintjét izoelektromos fokuszalassal rutinszeriien ellendrizték. Kisérleteinkhez
csak azokat a mintdkat hasznaltuk, amelyek nem tartalmaztak defoszforilalt molekulakat és a
monofoszforilalt molekuldk ardnya 10 % vagy az alatt maradt, a biszfoszforilalt molekulak

aranya pedig elérte a 90 %-ot.

Szovetmintak

A kamrai szovetmintdkat huméan bal kamrai teriiletekrél nyertiikk. 2 minta dilatativ
cardiomyopathiaban szenvedd, Battista miitéten atesett betegbdl (NYHA III-IV.), 3 tovabbi
minta technikai okok miatt transzplanticiora fel nem hasznalt egészséges donor szivekbdl
szdrmazott. A biopszids anyagok mintavétel utdn azonnal folyékony nitrogénbe keriiltek és
azokat tovabbi felhasznalasig —80 °C taroltuk. A vizsgalatok a helyi Etikai Bizottsag

jovahagyasaval torténtek.



p-calpain-medialt in vitro proteolizis

A tisztitott human defoszforilalt és PKA biszfoszforilalt ¢cTnl molekuldkat (3 pg az izolalt
WT és mutans cTnl molekuldkbol, 10 pg a troponin komplexekbdl) 30 °C-on 100 pl
Ossztérfogatban Ca>" tartalmu imidazol pufferben inkubaltuk, pH 7,5. A proteolizis elinditisa
0,05, 0,1 0,5, 1 illetve 2,5 U p-calpain (Calbiochem) reakcidelegyhez valé hozzaadasaval
tortént. A reakcio kinetikajanak megallapitdsdhoz a proteolizis 0,5, 30, 60 és 120 percét
kovetéen mintdkat vettink €s a mintdkat azonos térfogati 2x toménységii SDS
mintapufferben 100 °C-on 5 percig foztiik. Kontrollként Calpain Inhibitor I (0,3 mM,
Calbiochem) jelenlétében illetve Ca®" nélkiil végzett inkubéciok szolgaltak.

A kb. 1 g tdmegli szivizom mintdkat lehiitott dorzscsészében folyékony nitrogén
jelenlétében poritottuk, majd jégen tartva Ca’"-mentes imidazol pufferben reszuszpendaltuk
¢s mechanikus potter segitségével homogenizaltuk. Minden reakci6é elegy tartalmazott
Phosphatase Inhibitor Coctail I-et (1 pl/500 pg fehérje; Sigma). A homogenizatumok fehérje
jégen taroltuk. 600 pg Osszfehérjét tartalmazéd Ca’"-mentes homogenizatumokat rendszerint
30°C-on 3 mM CaCl, hozzaadasasval 200 ul Ossztérfogatban inkubaltuk. A proteolizis
indukalasa 1 U vagy 5 U p-calpain (Calbiochem) reakcidelegyhez valo hozzaadasaval tortént.
0,5, 15, 30, 60 illetve 120 percet kovetden mintat vettiink és a mintdkat azonos térfogatia 2x
toménységli SDS mintapufferben 100 °C-on 3 percig szolubilizaltuk. Kontrollként Calpain
Inhibitor I (0,3 mM, Calbiochem) jelenlétében illetve Ca*" nélkiil végzett inkubacidk
szolgéltak. A p-calpain-mentes, de Ca’"-ot tartalmazo kozegben végzett inkubaciok a mintak

endogén proteolitikus aktivitasarol valo tajékozodast szolgaltak.

Egy-dimenzios gélelektroforézis

A p-calpain homogenizatumokon Kkifejtett proteolitikus hatasanak attekintd értékeléséhez
fedogél-mentes szeparalogéleken 6-18 % koncentraciéo tartomanyban egy-dimenzids
folyamatos gradiens szukr6z-SDS-poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink (Osszfehérje:
30 pg/sav, késziilék: Protean II xi, Bio-Rad). A célzott fehérje analizishez kiilonboz6
szerint, titin esetében fedd gél nélkiil, a tobbi fehérje esetében fedd gél alkalmazasaval azonos

fehérje mennyiséget tartalmazé homogenizatumokat szeparaltunk.
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Eziistfestés

A fehérjemintazatot a homogenizatumok esetén eziistfestéssel tettiikk lathatova, melyet
Giulian ¢és mtsai ajanlasa szerint végeztiink. A fehérjék molekulatomegének meghatarozasa
Silver Standard (Bio-Rad) segitségével tortént, kivéve a titint €s degradacios termékeit, mert

azok molekulatomegét csak becsiilni allt modunkban.

Western immunoblot

A homogenizatumok célzott fehérjéinek ¢és a tisztitott cTnl molekuldk azonositasara Western
immunoblot technikéat alkalmaztuk. Els¢ 1épésként az SDS-PAGE-el elvalasztott fehérjéket
nedves transzferrel (Bio-Rad) nitrocellul6z membranra vittiik 4. A membranok 5 %-os
sovany tejporos TTBS-ben tortént blokkolasat kdvetden azokat eldszor egérben termeltetett
primer monoklondlis antitestet (anti-titin, anti-o-fodrin, anti-oi-aktinin, anti-dezmin, anti-
TnT, anti-cTnl) tartalmazo 1 % tejporos TTBS-ben inkubaltuk. Ezt kdvetden peroxidaz-
konjugalt szekunder antitestet tartalmazo 1 % tejporos TTBS-ben. A jel616dott molekuldkat
rontgen filmen felerdsitett kemilumineszcencia (ECL) médszerrel tettiik lathatova. A fehérjék

molekulatdomegének meghatarozasa Prestained Standard (Bio-Rad) segitségével tortént.

A cTnl foszforilacios szintjének meghatarozasa

Minden mintdbdl (3 donor és 2 DCM) azonos mennyiségli fehérjét szeparaltunk 15%-os
SDS-poliakrilamid géleken és Osszes cTnl- és defoszforilalt cTnl-specifikus antitesttel
Western immunoblottot végeztiink. A foszforilalt cTnl-t, mely az 6sszes és a defoszforilalt
cTnl kozotti optikai denzitasok kiilonbségét reprezentdlja, az 0Osszes cTnl aranyaban

szdzalékosan fejeztiik ki.

Eredmeények értékelése/statisztika
Az eziistfestés és a Western immunoblot soran kapott képeket személyi szamitogéphez
illesztett scanner segitségével digitalizaltuk, majd az igy kapott képeket denzitometridsan,
egyedi fejlesztésii szoftver segitségével értekeltiik.

Tisztitott ¢Tnl molekuldk esetén a fehérje degradaciot a 31 kDa molekulatomegti,
bomlatlan c¢Tnl-hez tartozé denzitds kontrollhoz viszonyitott csokkenésén keresztiil itéltiik

meg. Az eredményeket 4-10 fiiggetlen kisérlet elvégezése alapjan kvantitaltuk.
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Homogenizatumok esetén a fehérjedegradacio mértékét az intakt molekuldk
enzimaktivitas- és id6fliggd csokkenésén/eltlinésén keresztiil illetve a degradécios termékek
megjelenése alapjan itéltiik meg. Adott p-calpain aktivitas mellett a gyorsabban degradalodo
fehérjéket tekintettiik p-calpain-érzékenyebbnek a lassabban degradalodoval szemben. A
homogenizatumokon minden kisérletes koriilmény esetén legalabb 3 fliggetlen kisérletet
végeztiink. Az altalunk hozzdadott p-calpain jelenlétében kapott protein degradacid
eredményét nem korrigaltuk az endogén Ca®"-fiiggd proteolizisre.

Az értékeket atlag+S.E.M. formaban fejeztiik ki. A kiilonbségeket a Student-féle ¢-

proba segitségével P<0,05-es szignifikancia szint mellett tekintettiik szignifikansnak.

Eredmények

Annak eldontésére, hogy a mutins cTnl fehérjék megvaltozott p-calpain-
érzékenysége felelds lehet-e az fHCM kialakulasaért, 6sszehasonlitottuk a rekombindns WT
¢s 3 fHCM-ben azonositott mutans cTnl (G203S, K206Q, R145G) p-calpain-hasithatdsagat.
Kisérleteinkhez két kiilonbozé p-calpain enzimaktivitast valasztottunk, melyek koziil a
nagyobb (1 U) a WT cTnl teljes, a kisebb (0,25 U) parcialis degradacidjat okozta. Ca*-
mentes reakciokdzegben (kontroll) és 0,3 mM Calpain Inhibitor I jelenlétében végzett
inkubacidk soran bizonyosodtunk meg arrdl, hogy a cTnl bomlas egyértelmiien a p-calpain

mukodéséhez rendelhetd.

1 U p-calpain proteolitikus hatasa WT és mutans cTnl molekuldkon

Az 1U p-calpain aktivitas annak megitélésében segitett, hogy valamely cTnl molekula
mutat-e abszolut rezisztencidt a p-calpain-medialt degradacioval szemben A 31 kDa-os
defoszforilalt nativ ¢Tnl csikok gyors és egyontetli eltiinése (az izolalt és a komplexben levd
WT ¢és mutans - R145G, G203S ¢és K206Q c¢Tnl molekuldk esetében egyrant) arra hivta fel a
figyelmet, hogy az fHCM-hez kapcsolt cTnl muticidk nem eredményeznek védelmet a p-
calpain-medialt proteolizissel szemben. A nativ fehérje gyorsiitemli degradacidja és a
véletlenszerien ¢és halvanyan feltiind 26 kDa-os degradacids termék nem volt alkalmas a

kiilonb6zd cTnl szekvenciak kozott levd esetleges kiilonbségek vizsgalatara. A
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biszfoszforilalt cTnl molekuldk 31 kDa-os specifikus csikjai azonos kisérletes koriilmények
kozott az inkubécio teljes idOtartama alatt részlegesen megdrzddtek. Azaz a Ser-22 és Ser-23
foszforilacigja részlegesen meggatolta az 1 U p-calpain proteolitikus hatasat a WT és a

mutans ¢Tnl molekuldknal egyarant.

0,25 U p-calpain proteolitikus hatiasa WT és mutans cTnl molekulakon

A 0,25 U enzimaktivitas mellett végzett inkubéciok a cTnl degradaciok (izoléltan és troponin
komplexben levd WT és mutdns ¢Tnl molekuldk) kozotti finomabb kiilonbségeket segitett
felismerni. Az igy végrehajtott emésztések soran a cTnl molekuldk 30 perccel a proteolizis
kezdetét kovetden nem bomlottak le teljesen. Ez lehetdséget adott a bomlatlan cTnl relativ
mennyiségének becslésére és a kiilonb6zé cTnl molekuldk bomlasra valo érzékenységének
Osszehasonlitasara. A kiilonbozd cTnl tipusok emésztésének Osszehasonlitdsa minden egyes
mintandl a 30 perces inkubacidhoz tartozo nativ (31 kDa) cTnl sdv intenzitasdnak a
0,5 perces inkubacié eredményéhez viszonyitott intenzitds csokkenése alapjan tortént. A
30 perces 0,25 U p-calpain jelenlétében végzett emésztés soran az intakt molekuldk szintje
izolalt WT, R145G, G203S és K206Q mutans cTnl esetén rendre 22+9 %, 27+10 %, 25+7 %
és 45+6 %-nak adddott, szemben a komplexben levé c¢Tnl molekuldkkal, ahol ezek az
értékek szignifikdnsan magasabbak voltak (P<0,05): 8713 %, 89+8 %, 7515 % ¢s 82+10 %.
A szamokbol Kkitlinik, hogy a komplexben taldlhaté cTnl fehérjéket a p-calpain kevésbé
bontotta, mint az izolalt molekulédkat. Azonban az azonos csoportban levd kiilonb6z6 cTnl
molekuldkat 6sszehasonlitva nem tudtunk szignifikdns kiilonbséget kimutatni az egyes cTnl
molekula tipusok relativ mennyiségében (P>0,05). Ezért megallapithatjuk, hogy az fHCM-
hez asszocialt ¢Tnl gént érintd mutacidk nem befolyasoltdk az expresszalodo fehérjék p-

calpain-érzékenységét.

A donor és a DCM-as szivmintak cTnl molekulainak PKA-fiiggd foszforilacios szintjében levo
kiilonbségek és hatasuk a p-calpain-indukalt proteolizisre

Kivancsiak voltunk, hogy a szivelégtelenségben szenvedd betegeink szivmintaiban csékken-e
a cTnl molekuldk PKA foszforilacids szintje. Az egyes mintdk (DCM-4s és donor)
foszforilacios szintjét indirekt modszerrel hataroztuk meg. cTnl foszforilacios allapotra nem

érzékeny primer antitesttel (clone 16A11) végzett Western immunoblot alapjan a
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homogenizatumok 0sszes cTnl tartalma hasonld volt mind az 5 kiilonb6zd szivbdl szdrmazo
minta esetén. Azonban a defoszforilalt cTnl (Ser-22/Ser-23)-specifikus primer antitesttel
(clone 22B11) végzett Western immunoblot lényegesen intenzivebb jelet adott a dilatalt
cardiomyopathids szivmintdk, mint a donor mintdk esetén. A DCM-as illetve a donor
szivmintdk cTnl molekuldinak foszforilacios szintje 37+ 7 % és 62,5 +2 % (P<0,05)-nak

adodott. A cTnl foszforilacios szintben mutatkoz6 kiilonbség ellenére azonban nem talaltunk

crer

A p-calpain proteolitikus hatdasa bal kamrai szovethomogenizatumon

A p-calpain human myofibrillaris fehérjéket érinté altalanos proteolitikus hatdsair6l kamrai
homogenizatumokon végzett emésztéssel tajékozodtunk. A homogenizatumok Ca*'-mentes
kontroll fehérjemintdzatat dsszehasonlitva a 120 percig 5 U p-calpain jelenlétében inkubalt
homogenizatum fehérjemintazataval eziistfestett gradiens SDS-poliakrilamid géleken, 12
kiilonboz6 fehérje pozicidban jelentds intenzitds-csokkenést észleltiink. Némely eltérés olyan
molekulatdomeg tartomdnyban jelentkezett, mely hasonld a korabbi adatok alapjan a
myocardium postischaemids kdrosodéasaban feltehetden szerepet jatszo6 myofibrillaris fehérjék
molekulatdomegéhez. Ez a megfigyelés arra inspirdlt benniinket, hogy részletesebben
megvizsgaljuk, valyon az észlelt proteolitikus véltozasok valdban egy sor myofibrillaris
fehérje - titin, o-fodrin, a-aktinin, dezmin, ¢TnT and cTnl - p-calpain-medidlt proteolizisét
SDS-poliakrilamid gél analizissel p-calpain-érzékenységiik Osszehasonlitdsa végett tovabb

vizsgaltuk.

Kicsi és nagy p-calpain aktivitas hatdsdasra bekovetkezo proteolitikus valtozasok a
myofibrillaris fehérjék szerkezetében

A nagy (5 U) p-calpain aktivitads mellett végzett inkubécié eredménye azt mutatta, hogy az
immunoblottal végzett azonositast kovetden eziisttel festett SDS géleken vizsgaltuk. A titin
nagyon ¢érzékenynek bizonyult a proteolizis soran. A p-calpain ennek az Orids
strukturfehérjének mindkét izoformajat (N2B=~3000 kDa és N2BA~3300 kDa) hasitotta és a
kb. 3000 kDa — 1700 kDa molekulatomeg kozti tartomanyban aktivitastol fliggden legalabb 7
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degradacios termék megjelenését eredményezte. Mindkét nativ izoforma 1 U p-calpain
hatasara mar az inkubaci6 els6 15 percében teljesen elhasadt. A nagyobb p-calpain aktivitas
(5U) pedig tovabb fokozta a titin degradaciot és szamos degradéacios terméket
eredményezett. Az a-fodrin strukturfehérje szintén jelentds pi-calpain-érzékenységet mutatott.
A Western immunoblot assay-ken az intakt o-fodrin molekula (=284 kDa) a kisebb p-calpain
aktivitds (1 U) mellett gyorsan elhasadt. S6t, els6¢ degradacios terméke (=164 kDa) mar az
inkubacid kezdetén megjelent, és a titinhez hasonléan a nativ molekula is 15 perc inkubacid
utan eltlint. 5 U p-calpain jelenlétében egy masodik hasitasi termék is megjelent (=30 kDa
magassagaban). A p-calpain a Z-csikok nélkiilozhetetlen struktarfehérjéjét, a dezmint
(=64 kDa) is jelentdsen kéarositotta. Azonban az intakt molekula eltlinése lassabban
kovetkezett be, mint azt a titin vagy az a-fodrin esetében lattuk. Habar szdmos dezmin
degradacios termék (=54, 52, 45, 44, 41, 39 és 37 kDa) az inkubacié kezdetén gyorsan
feltlint, kisebb (1 U) p-calpain aktivitds esetén az intakt fehérje még 120 perces inkubaciot
kovetden is detektdlhatd maradt. A nagyobb p-calpain aktivitds (5 U), ellenben az intakt
molekuldk mennyiségének dramai csokkenéséhez vezetett és gyorsan elimindlta az
intermedier degradacios termékeket, tovabbi lebomlasi 1épésekre utalva. A ¢TnT (=44 kDa)
szintén kdzepes p-calpain érzékenységet mutatott. A nativ molekula és egyetlen degradacios
terméke (=33 kDa) a kisebb p-calpain aktivitas (1 U) mellett végzett emésztés soran végig
detektalhatd volt. Nagyobb p-calpain aktivitds (5 U) esetén viszont a degradacios termék
nagyobb mennyiségben volt jelen és a nativ cTnT molekula gyorsan eltiint. Hasonld
kisérletes koriilmények kozott a c¢Tnl (31 kDa) egyértelmiien észrevehetd, de kevésbé
intenziv degradaciéon ment keresztiil az eddig emlitett fehérjékhez képest. Habar szdmos
cTnl-immunspecifikus degradécios termék (=28, 27, 26, 23, 19, 18, 16 és 13 kDa) jelent meg
a p-calpainnal végzett inkubacid soran, a 120 perces inkubdcios periddus végére még a
nagyobb enzim aktivitas (5 U) sem eredményezte a nativ molekula teljes eltlinését. Az a-
aktinin (=115 kDa), a Z-csik aktin-kot6 struktur fehérjéje bizonyult a legkevésbé érzékenynek
a p-calpain-indukalt emésztések soran. 1 U enzimaktivitds mellett nem volt jelentds
fehérjedegradacio, viszont az 5 U p-calpain jelenlétében Ujonnan megjelend fehéjecsik par
(=116 kDa ¢és =112 kDa) egyértelmiien jelezte a fehérje p-calpain-medialt hasitasat

egyértelmiien jelezte a fehérje p-calpain-medialt hasitasat.
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Az 5 kilonbozd szivizom mintdn végzett emésztések eredményeit dsszehasonlitva
nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket az egyes mintdk vizsgalt fehérjéinek proteolitikus

mintazataban.

Endogén Ca’*-fiiggd proteolitikus aktivitds a szivizom mintdkban

Osszehasonlitottuk a homogenizatumok endogén Ca®'-fiiggé proteolitikus aktivitasanak
eredményét az in vitro p-calpain-indukalt proteolizissel. Az endogén proteolitikus aktivitast
ugy vizsgaltuk, hogy a homogenizatumokat Ca** jelenlétében, de kiviilrél hozzaadott p-
calpain nélkiil inkubaltuk 120 percig. A Western immunoblottok eredményei azt mutattak,
hogy a titin, a-fodrin, dezmin, cTnl és cTnT kiviilrél hozzaadott p-calpain nélkiil is részleges
proteolizisen ment keresztiil: erre utalt a nagyobbik titin izoforma eltlinése, az a-fodrin egyik,
valamint a dezmin és a cTnl szdmos immunreaktiv degradacids termékének detektalhatosaga,
¢s az intakt cTnT jelintenzitas-csokkenése. Az a-aktinin esetében nem figyeltiink meg
spontan degradacidt. A kiilonboz6 fehérjéknél észlelt autodegradacid mértéke altaldban az
intakt molekuldk kevesebb, mint 5 %-t jelentette (a titint kivéve). Az elébb emitett
autoproteolitikus fragmentumok molekulatomegeit Osszehasonlitva a p-calpain-medialt
degradacio soran keletkezd hasitasi termékek molekulatomegével megfigyeltiik, hogy
bizonyos o-fodrin, dezmin ¢és cTnl fragmentumok molekulatomege a két esetben
hozzavetSlegesen megegyezik. Ez felveti, hogy az endogén Ca”'-fiiggd proteolitikus aktivitas

részben a calpainoknak tulajdonithato.

Megbeszélés
Kisérleteink soran egy intracellularis Ca®*-fiiggé proteaz, a p-calpain familiris hypertrophias
cardiomyopathidban és a myocardialis stunning kialakuldsdban betoltott potencilis szerepét
vizsgaltuk.
A calpainok és az fHCM cTnl-asszocialt formai

Az izomszovet allomanyanak hypertrophids atépiilése a sejteket alkotd fehérjék

turnoverében bekovetkezd egyensulyzavar kovetkezménye. Az izomfehérjék bomlasat
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korabban Osszefiiggésbe hoztdk a calpainok miikddésével. Ezért meriilt fel, hogy a calpain
altal bekovetkezd cTnl bomlas sebessége és a cTnl mutaciok talajan kialakuldo fHCM kozott
kapcsolat all fenn. A troponin komplex képzddés és a PKA-medidlt foszforilacidé mutans
cTnl-proteolizisre gyakorolt potencidlis hatdsait szintén vizsgaltuk.

Jelenleg nem tudjuk, hogy a cTnl mutacidi, amelyek egyarant érinthetik annak C-
termindlisat (G203S és K206Q), valamint a centralis inhibitorikus domént (R145G), miként
jérulnak hozza az fHCM kialakuldsdhoz. A G203S mutacid elsésorban a szivcsiicson
jelentkezé hypertrophidt alakitja ki. Ezzel szemben a K206Q ¢és R145G mutaciok
kovetkeztében a gyakrabban eléforduld és a kamrai septumot megvastagitd hypertrophia
jelenkezik. Erdekes, hogy a cTnl els calpain-hasitasi termékét (cTnlj.j03) expresszald
egértorzsekben szintén szivmegnagyobbodas jott 1étre. A szovettani €s biokémiai markerek
vonatkozasdban ez a traszgenikus egérmodell azonban nem felelt meg az R145G mutéciot
hordozé (R146G az egér szekvencidjaban) hypertrophids cardiomyopathianak. Mindezek
alapjan a cTnl;.j93 nem jatszik szerepet az fHCM kialakuldsédban. Altrenativaként felmertil az
is, hogy a mutans cTnl fehérjék csokkent bomlasi sebessége esetleg magyarazatul szolgalhat
az izomtdmeg fHCM-hez tarsuldé novekedéséhez. Jelen tanulmany eredményei azonban azt
mutatjak, hogy egyetlen altalunk vizsgalt cTnl muticido sem csokkentette a p-calpain altal
megvalositott proteolizist in vitro.

Korabbi tanulmanyokkal Osszhangban azt talaltuk, hogy a p-calpain proteolizis
kevésbé volt intenziv akkor, amikor a ¢Tnl a troponin komplex részeként volt jelen. Ennek
hatterében Osszetett konformécios valtozas €s a hasitasi hely felismerésének megvaltozasa
allhat, nem egyszerlien a cTnl kdnnyebb vagy nehezebb hozzaférhetdsége.

Az intracellularis PKA hatdsara bekovetkezd cTnl foszforilacié a kdvetkezményes
cTnl konfromécio-valtozas és az erBgeneraldas Ca’'-érzékenységének megvaltozasa a
szimpatikus aktivacio soran fokozott relaxacidhoz vezet. Ezzel szemben a legtobb fHCM-ben
felismert cTnl mutcié noveli az erbgeneralas Ca* -érzékenységét, igy ellentétes hatassal van
a relaxdciora. Korabbi adatok és sajat kisérleteink egyarant arra utalnak, hogy a cTnl
mutansok foszforilacio-fliggd regulaciodja megtartott fHCM soran. Habar a ¢Tnl mutacio és a
cTnl foszforildcid myofibrillaris mechanikara kifejtett kombindlt hatdsa nem teljesen ismert,
az a nézet van elterjeddben, hogy a kamrai relaxaci6 karosoddsa indukdlhatja a myocardium

crer

hypertrophids transzformaciojat az fHCM kialakuldasa sordn. Patkany szivizom
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preparatumokon végzett korabbi tanulmanyok azt sugalltdk, hogy a cTnl foszforilacio
védelmet nyujt a p-calpain-medialt proteolizissel szemben. Sajat méréseinkben a cTnl PKA-
medialt biszfoszforilacidja szintén hatékony védelmet biztositott a cTnl PKA-medialt
biszfoszforilacidja szintén hatékony védelmet biztositott a p-calpain-medialt proteolizissel
szemben, a WT ¢és a mutans cTnl molekuldknal egyarant. Emellett a cTnl vizsgalt mutacioi
(R145G, G203S ¢és K206Q) nem voltak hatassal a foszforilacio-medialt védelemre a troponin
komplexben levd ¢Tnl molekuldk esetén sem.

Mindezek alapjan az fHCM-hez rendelt cTnl mutansok eltérd p-calpain-érzékenysége

nem ad elfogadhaté magyarazatot az fHCM kialakuladsara.

A PKA-medialt foszforilacio hatasa a myocardialis homogenizatumban levo cTnl
A kisérleteinkhez hasznalt human szivmintak cTnl molekulainak foszforilacids szintje
Osszevethetd volt a korabbi vizsgalatokban kapott eredményekkel: a remodellalt, beteg
szivmintak alacsonyabb cTnl foszforilacids szinttel rendelkeztek a donor mintakhoz képest.
A cTnl molekuldk p-calpain-érzékenységében azonban az eltérd foszforilacios szintek
ellenére sem volt szignifikdns kiilonbség. Erre az ellentmondasra magyarazatul szolgalhat,
hogy a cTnl foszforilacids szintjének meghatarozasara altalunk hasznalt modszer nem tett
kiilonbséget a mono- és a biszfoszforilalt cTnl molekulak kozétt. gy a monofoszforilalt cTnl
mennyisége szignifikdnsan magasabb lehetett a donor szivekben, mint a dilatalt szivekben, a
biszfoszforilalt c¢Tnl mennyisége ugyanakkor hasonldé is Iehetett. A calpain-medialt
proteolizissel szemben védelmet viszont csak a biszfoszforilacid jelent. A cTnl-hoz
hasonldan, lényeges calpain-érzékenységbeli kiilonbséget a tobbi vizsgalt fehérje esetében
sem tudtunk kimutatni a donor és a beteg szivek kozott. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
postischaemids myofibrillaris protein degradaciéo feltehetden hasonléan torténik az

egészséges ¢s a remodellalt dilatalt myocardiumban.

A pcalpain human myocardialis célfehérjéi
Eziistfestéses moddszerrel szdmos mennyiségi €s mindségi valtozast sikeriilt kimutatni p-

calpain hatasara a szivizom fehérjemintazatidban. Ezek koziil 6 fehérjét immunoldgiai

crer
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fodrin, dezmin, ¢cTnT, cTnl és a-aktinin). Miutdn ezen fehérjékhez fontos regulatorikus vagy
strukturalis szerep rendelhetd, igy minimalis mennyiségi és mindségi valtozasuk is komoly
kovetkezménnyel jarhat a myocardium kontraktilis funkcidjanak tekintetében.

Kontroll koriilmények kozott a titin nagyobb (N2BA) és kisebb (N2B) izoformdjat a
szivmintdkon egyarant sikeriilt kimutatni. p-calpain hatdsara azonban ez a mintdzat gyorsan
megvaltozott. Azt tapasztaltuk, hogy a titin kiilondsen p-calpain-érzékeny fehérje. Szdmos
degradacios terméket is sikeriilt kimutatni. Morano és mtsai szivelégtelenségbdl szdrmazé
mintdkon a titin egy modosult varidnsat detektaltak, amit ,,fast migrating titin” néven
kiilonboztettek meg. Hein és mtsai pedig szintén szivelégtelenségbdl szarmazd mintdkon
spontan titin-degradaciot mutattak ki. Erdekes tovabba, hogy egyesek szivelégtelenségben a
titin mennyiségének a csokkenését figyelték meg. Mi nem tapasztaltunk ilyen eltéréseket a
beteg sziveken. Ez azzal lehet magyarazhatd, hogy a kisérleteinkhez hasznalt beteg
szivmintdk (NYHA II-IV.) morfologiailag még nem mutattak olyan elérehaladott
szivelégtelenségre utald eltéréseket, amit az altalunk hasznalt diagnosztikus moédszerekkel
detektalni tudtunk volna. Helmes ¢és mtsai talaltak degradacios terméket a MHC alatt is, amit
a gradiens géleken nekiink nem sikeriilt kimutatni, a 4%-os mini-gélek pedig nem tették
lehetévé ennek a molekulatartomanynak a vizsgalatat. igy nem zarhat6 ki, hogy a titinnnek
valdban van degradacios terméke az emlitett pozicidban.

Az a-fodrin p-calpain-indukalt proteolizise soran a degradacié megkérddjelezhetetlen
volt, azonban a rendkiviil gyors degradacié miatt szinte csak a degradacids termékek
tanulmanyozasara volt lehetdségiink. Az altalunk tapasztalt intenziv bomlds nem egyediilalld
megfigyelés. Yoshida és mtsai mar kordbban azt tapasztaltdk, hogy a fodrin sokkal
gyorsabban bomlik az ishaemia/reperfuzid soran, mint barmely mas citoszkeletalis fehérje.
Antitestiink segitségével két dagradacios terméket sikeriilt felismerni. Ez 6sszhangban van
azzal a megfigyeléssel, hogy a p-calpain két helyen képes az o-fodrint hasitani.

A dezmin kérosodasa a komplex szarkomer struktura megbomldséhoz vezethet. Egy
korabbi tanulmanyban parhuzamossagot fedeztek fel a p-calpain-indukalt dezmin degradacio,
a szarkomer mintazat és a csokkent Ca’'-aktivalt erd kozott permeabilizalt patkany
szivizomsejteken. A dezmin humdn modellinkben is kitlind p-calpain szubsztratnak
bizonyult, a korabbi allatkisérletes adatokkal Osszevethetd degradécids intenzitast és

bomlastermékeket észleltiink in vitro. A p-calpain hatasara bekdvetkezdé dezmin bontés
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dozis- ¢s 1do-fiiggo jellegzetességeket mutatott, hasonléan a korabban megallapitott in vitro
Tnl és TnT bomlasokhoz. A dezmin bomlastermékek molekulaméret szerinti mintazata
Osszevethetd volt a kordbban patkany szivizommintakon kapottakkal. Ebbdl arra
kovetkeztethetilink, hogy a dezmin fehérje szekvencidjaban 1évd inter-species kiilonbségek a
patkany és az ember Osszehasonlitidsa kapcsan nem eredményez messzemend kiilonbségeket a
p-calpain hasitési helyeiben.

A regulatorikus ¢cTnT p-calpain proteolizise a mi kisérletes koriilményeink mellett
elég gyors volt. Sajnos nincs adat arra vonatkozoéan, hogy cTnT degradacidé milyen mértékben
felelés a postischaemias myocardium myofibrillaris rendszerének megvaltozott Ca®'-
reaktivitasaért.

A cTnl calpain-medidlt degradacidjardl szamos irodalmi adattal rendelkeziink.
Postischaemias patkany szivizomban a cTnl proteolitikus hasitasa legalabb 3 Iépésben zajlik.
A kisérleteink sordn kapott cTnl degradacidés termékek molekulatomeg szempontjabol
részben atfednek egyéb kisérletes modellekben észleltekkel (ischaemias/reperfiizios patkany
szivek és human bal kamrai szivizmok). Az altalunk hasznalt egyik cTnl elleni antitest (clone
16A11) tobb mint 3, nevezetesen 8 degradaciés cTnl terméket azonositott hasonld
molekulatdmeg tartomanyban. Ugyanezzel az antitesttel Katrukha és mtsai human nekrotikus
human szivizomszovetben (37 °C) 7 kiilonb6zé cTnl degradacidos terméket tudtak
megkiilonboztetni. Igy elképzelhetd, hogy a huméan cTnl molekulékat a pi-calpain tobb helyen
hasitotta, mint azt postischemias patkany sziveknél tapasztaltdk. Ez magyarazhatja a bypass
mitétre keriilt szivekbdl epicardialis biopsziaval nyert mintdk cTnl degradacids termékeinek
nagy szamat McDonough ¢és mtsai kisérleteiben is. A nagyszamu degradacids termékek
tovabbi lehetséges magyarazata, hogy a cTnl fragmentek kovalens komplexeket képezhetnek
egyéb myocardial fehérjékkel, ennek kovetkeztében szamos cTnl immunoreaktiv csik
keletkezik. Meg kell azonban emliteni, hogy ezekben az estekben az immunreaktiv fehérjék
egy részének magasabb molekulatomeggel kellett volna rendelkezni. Tovabb4a nem szabad
elfelejteniink azt a tényt, hogy az eredményt nagymértékben befolydsolja a kisérlethez
hasznalt antitest mindsége 1is, mert az antitestek kiilonbdznek specificitisban,
szenzitivitasban, és eltérd affinitdssal kotddnek a nativ molekuldhoz és a degradacios
termékhez. A cTnl u.n. stabil epitdpjahoz kotddd antitestek tobb degradacids termék

felismerésésre képesek. Az altalunk haszndlt clone 16A11-es anti-cTnl antitest epitdpja is a
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lehetévé. Ellenben a clone C5 (melynek az epitdpja ugyan nem ismert, de feltételezések
szerint nem az emlitett stabil szakaszra lokalizalodik), csak 1 degradacids termék
feltiintetésére volt képes. Tovabbi érdekes megfigyelés volt, hogy cTnl ardnylag alacsony -
calpain-érzékenységgel rendelkezett a titinhez, a-fodrinhoz, dezminhez és c¢TnT-hez
viszonyitva. Felvet6dott, hogy a cTnl viszonylag alacsony proteolitikus érzékenységt a cTnl
molekuldk igen magas foszforilaciés szintje magyardzza. Ezt a lehetdséget azonban a
szivmintdk cTnl foszforildltsagi szintjének meghatarozasara végzett vizsgalataink alapjan
kizéarhattuk.

Korabbi allatkisérletekben az o-aktinin nagy mértékli elvesztését talaltak
postischemias sziveken, igy valamelyest meglepd, hogy kisérleteink soran az dsszes vizsgalt
fehérje kozott a human a-aktinin volt a legkevésbé érzékeny a p-calpain proteolizis soran.
Goll és mtsai szolgaltathatnak erre magyarazatot, akik gy vélik, hogy a p-calpain az o-
aktinin Z-csikokbol valo kiszabaduldsat okozza (anélkiil, hogy dagradalnd azt) mas
kapcsolodé fehérjék moédositasa révén. Igy a Z-csik o-aktinin elvesztése nem feltétleniil
myofibrillaris struktarabol.

Osszefoglalva, a stunned myocardium kialakuldsdban tehat szamos strukturdlis és
regulatorikus funkcidval bird fehérje karosoddsa valdszintisithetd, de tgy tlinik, hogy nem
minden p-calpain-szenzitiv szubsztrat hasad el egy adott inzultus kapcsan. Hogy mely
fehérjék lesznek érintettek, az nagy méretékben fligg attol, hogy milyen szignalt kapott a sejt,
milyen a calpainok és a calpain szubsztratok egymashoz viszonyitott lokalizécidja és
feltehetden egyéb tényezOktdl. Ez magyarazattal szolgalhat az irodalmi adatok nagyfoku
divergencidjara. Azt is szem el6tt kell tartanunk, hogy a funkcid-romlasdhoz nem sziikséges
feltétleniil nagymérvili protein degradacio. A finom fehérje-valtozasokat pedig sokszor nehéz

pontosan azonositani.

Endogén Ca’*-fiiggd proteolitikus aktivitis a homogenizdtumokban
Figyelemre méltd volt, hogy a szivizom homogenizdtumok kiviilr6l hozzdadott p-calpain
nélkiil is mutattak ,.spontan” fehérje degradaciot, mely csak a Ca®'-ot tartalmazod

reakciokdzegben, calpain inhibitor hidnyaban volt megfigyelhetd. Az endogén proteolitikus
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aktivitds okozta valtozasok a degradacids termékek molekulatomege alapjan hasonlésagot
mutattak az in vitro exogén p-calpain-indukalt inkubéaciok soran kapott eredményekkel. Ezek
a hasonlosagok felvetik annak a lehetéségét, hogy a human myocardium képes szabalyozni a
myofibrillaris fehérjéinek szintjét sajat endogén calpainjai révén is. Ebbdl addéddan az elébb
felsorolt fehérjék degradacidja atmeneti szabalyozatlan p-calpain aktivacid soran varhatéan
aranyban van a myofibrillaris diszfunkcioval. Eredményeink arra utalnak, hogy a p-calpain-
medialt proteolizis nem valoszinii, hogy egyetlen fehérjére példaul a cTnl-re korlatozodik,
hanem inkabb a posttranszlacidos modositasok egyik f6 utvonalat reprezentdlja érintve szdmos

fehérje szerkezetét és mitkodését.
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Osszefoglalas

Kisérleteink soran egy intracellularis Ca®*-fiiggé proteaz, a p-calpain familiaris hypertrophias
cardiomyopathidban és a myocardialis stunning kialakuldsdban betoltott potencilis szerepét
vizsgaltuk.

Rekombinans humén vad tipust és mutdns cTnl (G203S, K206Q, R145G) illetve
humén bal kamrai homogenizdtumok regulatorikus (cTnl, cTnT) és strukturalis (titin, o-
fodrin, a-aktinin, dezmin) myofibrillaris fehérjéinek p-calpain érzékenységi vizsgélata

alapjan a kovetkez6 megallapitasokat tehetjiik:

1. A vad tipust és az fHCM-asszocialt mutans c¢Tnl molekuldk in vitro koriilmények
kozott hasonldan bomlottak p-calpain hatdséara, igy nem valdszinii, hogy a p-calpain-
medidlt cTnl proteolizis valtozdsa felelés az fHCM cTnl-asszocialt formdinak
kialakuldséért.

2. A PKA-medialt biszfoszforilacié rekombindns molekuldkon effektiv védelmet nyujtott
tovabb fokozott. Azonban ezt a foszforildcio-fiiggd védelmet a donor myocardialis
homogenizatumokon magasabb cTnl foszforilacidés szintjiik ellenére sem tudtuk
igazolni.

3. A p-calpain szamos regulatorikus és strukturalis myofibrillaris fehérjét hasitott human
bal kamrai szovetmintakban kiilonb6z6 intenzitassal és kinetikaval. A titin és az o-
fodrin mutatott a legintenzivebb, a dezmin és a cTnT kozepes, végiil a cTnl és az a-
aktinin a legkisebb p-calpain-érzékenységet. Az o-fodrin, a dezmin és a cTnl
autoproteolitikus hasitasi termékei (endogén Ca®'-fiiggd proteolizis eredményeként)
hasonlésadgot mutattak az exogén p-calpain altal indukalt proteolizis soran keletkezd
degradacios termékek molekula-tomegével. Eredményeink felvetik annak a
lehetdségét, hogy ezek a fehérjék esetleg in vivo is a p-calpain célfehérjéi, igy

degradaciojuk szerepet kaphat a myocardialis stunning kialakulasaban.
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