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Bevezetés

1. A calpainok és feltételezett szerepiik a szivizomszovetben

A calpainok a Ca®"-aktivalt proteolitikus enzimek 6nallo osztalyaként keriiltek felismerésre
az agyszovetben (Guroff 1964). Elnevezésiiket a cisztein-proteazok papain enzimcsaladjaval
mutatott homologia és Ca® -fliggésiik alapjan kaptak. Ezek az enzimek a legtobb eukaridta
sejtben megtalalhatok, igy a szivizomszdvetben is (Mellgren 1980), ahol 2 szdvet-specifikus
calpain tipus expresszalodik (p-calpain, vagy calpain I, illetve az m-calpain, vagy calpain II).
A nevezéktant illetéen a legijabb ajanlasok a p- €s az m-calpain elnevezést tartjak helyesnek
(Goll és mtsai, 2003), igy a tovabbiakban mi is ezt a terminologiat hasznaljuk.

A calpainok izomszdvetben betdltott szerepe csak részben ismert. Feltételezhetéen
szerepik van az individudlis fehérjék szoveti szintjének szabalyozasaban, az
ischaemias/reperfuzios szivizomkarosodas (myocardidlis stunning) kialakulasaban, és a
fehérjék metabolizmusaban, igy az izomszovet atréfidjanak, differencialodasanak ¢és
novekedésének szabalyozasaban (Croall 1991, Goll és mtsai, 1992a; Perrin és Huttenlocher,
2002).

A p-calpain aktivalodasahoz in  vitro kisérletes koriilmények kozott uM
DeMartino, 1991). Ez az érték az enzim autoproteoliziséhez in vitro sziikséges Ca’"
koncentracio. A masik szivizomban expresszalodo calpain tipus, az m-calpain esetében a Ky,
érték a mM-os koncentracié tartomanyba esik (Goll és mtsai, 1991; Suzuki 1991). Mindkét
enzim felépitése hasonld, egy nagyobb (80 kDa) és egy kisebb (28 kDa) alegységbdl allnak.
In vitro kisérletek alapjan szerkezetiik mellett a szubsztrat-specificitasuk is nagyon hasonlo.
fgy nem tudni, hogy a p- és az m-calpain milyen szempont alapjan és milyen aranyban
osztozik a fizioldgias, pathofiziologias feladatokon.

A calpainok intracellularis aktivalédasanak pontos mechanizmusa napjainkban még
nem teljesen ismert, ugyanis a calpainok Ca®" igénye magasabb, mint az él8 sejtekben
intracellularisan eléforduld 50-300 nM (Jacquemond 1997; Maravall és mtsai, 2000). Ugy
vélik, hogy a mar aktivalodott p-calpain mitkodéséhez sziikséges Ca®* koncentricié a
fiziologias tartomanyba eshet, mivel ilyenkor a K, érték csokken. Az m-calpain
aktivalodasahoz ¢és milkodéséhez in vitro szikséges Ca’™ koncentracié a sejtek

¢letképességével vélhetden 0sszeegyeztethetetlen.



A p-calpain alacsony intracellularis Ca®" koncentracié esetén inaktiv formaban
myofibrillaris és citoszkeletalis strukturdkhoz koétve van jelen a citoszolban (Kumamoto és
mtsai, 1992; Lane és mtsai, 1992), 66%-ban a szarkomer Z-csikok, 20%-ban az I-savok,
14%-ban az A-savok teriiletén (Goll és mtsai, 1991; Kumamoto és mtsai, 1992). Az
intracellularis Ca®" koncentracié emelkedésekor az enzim térszerkezete olymodon valtozik
meg, hogy az Ggynevezett katalitikus triddot alkot6 oldallancok (Cys, His, Asn) megfeleld
kozelségbe keriilnek, és képesek 1étrehozni a funkcionalisan aktiv katalitikus helyet (Goll és
mtsai, 2003). Az enzim a sejtmembranba transzlokalodik, majd egyes elképzelések szerint,
intramolekularis proteolizist kovetéen valik aktivva (Suzuki és mtsai, 1987; Croall és
DeMartino, 1991). Van arra vonatkoz6 adat is, hogy az autolizis nem esszencialis az enzim
aktivalodasdhoz, de tény, hogy a gyors autolizis jelentdsen, kb. tized részére csdkkenti a p-
calpain proteolitikus aktivitisahoz sziikséges Ca’"-igényt (Goll és mtsai, 1995). A calpainok
miikodését a Ca*-on és az autoproteolizisen kiviil egyéb mechanizmusok is szabéalyozzak.
Ilyenek az enzim Ca’'-érzékenységét szabalyozo foszfolipidek (Saido és mtsai, 1992), vagy
az endogén calpain inhibitor (calpastatin), mely feltehetden az enzim spontin aktivalodéasat
képes gatolni. A calpastatin és a calpain altalaban kolokalizalt (Lane és mtsai, 1985; Goll és
mtsai, 1992b; Kumamoto ¢és mtsai, 1992), a calpastatin gatldé funkciéjahoz azonban alacsony
mint amennyi a p-calpain autoliziséhez sziikséges (Kapprell és Goll, 1989). Ennek
megfelelden kell, hogy legyen a sejtben azonban olyan mechanizmus, ami lehetdvé teszi a
calpain aktivalodasat a calpastatin jelenlétében is. Elképzelhetd, hogy az enzim
transzlokalodik az inhibitortol, vagy csokken az enzim aktivalodasahoz sziikséges Ca>" igény
anélkiil, hogy valtozna a calpastatin gatlo funkcidjahoz sziikséges Ca®" koncentracid. Ugy
tlinik, hogy a calpastatin és a calpain egyideji proteinkinaz-A (PKA)-medialt foszforilacioja
képes teljesen felfliggeszetni a calpastatin gatlo hatasat (Goll és mtsai, 2003). Novekvd az
érdeklddés tovabba az ugynevezett endogén calpain aktivatorok irant is (Croall és DeMartino,
1991). A calpainok szabalyozasdnak pontos mechanizmusa - beleértve aktivalodasukat és
inaktivalédasukat - tehat még korantsem tisztazott. Azt viszont tudjuk, hogy a calpainok
aktivitdsanak jellegzetes tulajdonsdga a sejt bizonyos fehérjéinek limitalt hasitasa, mely
stabil, viszonylag nagy méretli fehérje fragmentumok keletkezését eredményezi (Kay 1984a;
Goll és mtsai, 1992b). A kis peptidek (3-5 aminosav) példaul kimondottan rossz calpain-
szubsztratok (Sasaki ¢és mtsai, 1984). Ez nem annyira fehérje degradaciés folyamatra, mint

inkabb posttranszlacios modositasra utal, ezért tobben tekintik a p-calpaint inkédbb a sejt



fehérje-metabolizmus szabdlyozojanak (u.n. house-keeping enzim), mint degradativ

enzimnek (Croall és DeMartino, 1991).

2. A familiaris hypertrophias cardiomyopathia és a calpainok

2.1. A familiaris hypertrophids cardiomyopathia genetikai hattere

A familiaris hypertrophias cardiomyopathia (fHCM) kamrai hypertrophiaval, a myofibrillaris
fehérjék rendezetlenségével ¢€s fibrozissal jellemezheté oOrokletes megbetegedés, mely
gyakran okoz hirtelen szivhaldlt. A betegséghez 9 gén eddig tobb mint 100 azonositott
mutacidja vezet, melyek kivétel nélkiil a kontraktilis rendszer vékony ¢és vastag
tekinthetd, azonban a mutaciok és az fHCM kialakulasi mechanizmusa kozétti kapcsolat nem
tisztazott. Kordbbi tanulmanyokban igazoltdk, hogy a korképben viszonylag gyakran
kovetkezik be a troponin I (Tnl) molekula szivspecifikus izoformdajat (cTnl) kodolo gén
mutacidja (Kimura és mtsai, 1997). Emellett a vastag filamentumot alkoté szivspecifikus
miozin nehézlanc (¢cMHC), a szivizom-specifikus C protein, a kamrai esszencialis miozin
konnytilanc (vMLC1), a kamrai miozin regulatérikus konnytildnc (VMLC2), a vékony
filamentumot felépitd szivizom-specifikus troponin T (cTnT) és a tropomiozin (Tm) gén
¢érintettsége is eléfordul. Nem ismert azonban, hogy a kontraktilis rendszer kiilonboz6
szerkezetli és funkcioji fehérjéinek mutaciéi miért vezetnek a klinikai tlinetek
kialakulasdhoz, tovabba a makroszkopikus ¢és mikroszkopikus szerkezet tekintetében

gyakorta hasonl6 klinikai megjelenéshez.

2.2. A szivizom troponin komplexének szerepe a kontraktilis rendszer mitkédésében

A szivizom kontraktilis fehérjéi koziil a troponin C (cTnC), cTnT és cTnl fizioldgias
koriilmények kozott 1:1:1 ardnyt komplexet alkotva fordulnak elé. A ¢TnC rendelkezik azzal
a Ca?™- kot6 képességgel, mely ezt a fehérjét a miofibrillaris rendszer Ca?*-receptorava teszi.
A vékony filamentum egyéb komponenseihez kapcsolodo troponin C molekula része az un.
troponin komplexnek, mely a cTnC masik két troponin molekuldval (cTnT és cTnl)
kialakitott kapcsolata eredményeként alakul ki. A ¢TnC (a Tm molekuldkkal fenntartott
térbeli konformacids kapcsolat révén) az erdgeneralasért kdzvetleniil felelds aktin és miozin
kolcsonhatasat Ca®’-fiiggd modon szabalyozza (Edes, 2000). A mioplazmatikus Ca®'-
koncentracié emelkedése a cTnC Ca®" kotésén keresztiil a kontraktilis rendszer aktivalodasat

okozza. A relaxicié soran a hirtelen csokkend intracellularis Ca2*-koncentracido a ¢TnC
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allapotra jellemz0 térszerkezete. Ez a folyamat az aktin-miozin kdlcsonhatast gatolva vezet a
relaxaciohoz.

A 210 aminosavbol all6 human c¢Tnl molekula kulcsfontossagli szerepet tolt be a
kontraktilis rendszer miikddésének troponin komplexen keresztiil torténd ki-be
kapcsolasaban. Ez annak koszonhetd, hogy a c¢Tnl kiilonbozé régioi ciklikus mddon
asszocialodnak és disszocidlodnak az aktin és a miozin molekulakhoz (1. abra) (Solaro és
Rarick, 1998). Amikor a c¢Tnl ugynevezett centralis inhibitorikus doménje (139-150
aminosav) az aktinhoz kapcsolddik, akkor a miozin nehézldncok nem kotddhetnek az
aktinhoz, és igy nem johet 1étre a kontraktilis rendszeren beliili erégeneralo kolcsonhatéas. Két
tovabbi régionak is fontos szerepe a maximalis gatlas kifejtésében, ezek az inhibitorikus
régiohoz képest C-terminalisan helyezkednek el, 152-188 és 189-199 lokalizacioban. A ¢Tnl
felel 25-25% aranyban (Rarick és mtsai, 1997). A cTnC-hez kot6do Ca’" hataséara a cTnl-
aktin kapcsolat felszakad, ¢€s ez lehetdvé teszi az aktin és a miozin kozotti ATP-t igényld
ciklus elindulasat. Ez a ciklus a vastag és vékony filamentumok egymdashoz viszonyitott
elmozdulésat, végsd soron az izom rovidiilését és az erd kifejlodését eredményezi. Az aktin-
miozin ciklus mindaddig folytatodik, amig a kozegben talalhaté Ca*'-koncentracié
emelkedett értéke a cTnl és az aktin kozotti kapcsolat helyreallasat gatolja. A kontraktilis
rendszer miikodését tehat kifejezett Ca**-fiiggés jellemzi, mely szervesen kapcsolodik a cTnl

molekula térbeli helyzetéhez.

2.3. A PKA-medialt cTnl foszforilacio és kovetkezményei

A troponinok funkcidjanak finom hangoldsa fehérje-foszforilacios/defoszforilacios
folyamatok utjan torténik, mely szoros Osszefliggésben van a molekula térszerkezetével. A
cTnl intracelluléris foszforilaciojat a proteinkinaz-A katalizalja. A molekula két funkcionalis
szempontbol jelentds PKA foszforilacios hellyel rendelkezik, a Ser-22 és Ser-23 pozicidban,
melyek a molekula N-terminalis végéhez kozel helyezkednek el (Mittmann és mtsai, 1990).
A molekula a két foszforilaciés hely miatt harom kiilonboz6é foszforilacios allapotban:
defoszforilalt, monofoszforilalt és biszfoszforilalt formaban fordulhat el6 a szivizomban.
Ezen formak egymashoz viszonyitott ardnya a [-adrenerg rendszer aktudlis aktivaltsagi
szintjétdl fiigg. A molekula PKA-medialt foszforilacidja a kontraktilis rendszer csokkent
Ca”"-érzékenységéhez vezet, azonban ehhez mind a két foszforilacios hely egyidejii

foszforilacigja sziikséges (Dohet és mtsai, 1995; Zhang és mtsai, 1995; Reiffert és mtsai,



crer

------

crer

kiilonosen jotékony [-adrenerg stimuldcid soran, mert az kompenzalni igyekszik a
szivirekvencia-emelkedés kedvezdtlen hatdsait (Schillinger és Kogler, 2003).

A tapasztalatok azt mutatjak, hogy a szivelégtelenségben szenved6 (New York Heart
Associacion (NYHA) osztaly III-1V.), rossz bal kamara funkcidval rendelkez6 myocardium
sériillékenyebb a myocardialis stunning sordn, mint az egészséges, vagy kevésbé beteg
szivek. Ennek egyik lehetséges magyardzata az egészséges és a beteg myocardium
fehérjéinek PKA-medialt foszforilacios szintjében levd kiilonbség. Szivelégtelenségben
ugyanis a B-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 szarmazod mintdkban csak 56% a cTnl
foszforilacids szintje (Bodor ¢és mtsai, 1997, van der Velden és mtsai, 2003). A cTnl
szivelégtelenségben tapasztalt csokkent foszforilacids szintje a myofibrillaris rendszer
emelkedett Ca’’-érzékenységéhez vezet (Wolff és mtsai, 1996; Bodor és mtsai, 1997;
Reiffert és mtsai, 1999). A megvaltozott foszforilacios szint érinti a ¢Tnl molekula toltését,
Defoszforilalt cTnl esetén ugyanis a molekula 16-28 aminosav szekvencidja a cTnC N-
terminalis doménjéhez kotddik, ezzel mintegy stabilizalva az utobbi Ca® -kétott, nyitottabb
konformacidt. Foszforilacid sordn a negativ toltések szaporodasa és a lokalis konformécio-
valtozas miatt csokken a c¢Tnl affinitasa a cTnC felé, n6 a Ca*" disszociacio mivel csokken a
konformacid-valtozasdval modosulhat a molekuldk hozzaférhetdésége a proteolitikus
enzimek, mint pl. a p-calpain szdmara is. Defoszforilalt esteben a molekula esendébbé valik
a calpain hasitds irant. Kozvetetten ezt tadmasztjak alda a c¢Tnl molekuldk PKA-medialt
foszforilacids (Di Lisa és mtsai, 1995) és B-adrenerg stimulacios vizsgalatai is (Mc Donough
¢s mtsai, 1999), mely esetekben a foszforilaci6 eredményeként a cTnl csokkent p-calpain
hasithatosagat észlelték. Erdekes, hogy korabban Toyo-Oka (1982) a c¢Tnl PKA-medialt

foszforilacidja soran éppen ellenkezdleg, a calpain-medialt degradacio fokozodasat észlelte.



2.4. A cTnl familiaris hypertrophias cardiomyopathidaval valo kapcsolata
A ¢Tnl molekula kulcsfontossagu szerepet tolt be a kontraktilis rendszer miikodésének ki-be
kapcsolasaban (Solaro és Rarick, 1998; Solaro, 1999). Illusztraltuk, hogy a kontraktilis
rendszer miikodését kifejezett Ca®'-fiiggés jellemzi, mely szerves kapcsolatban 4ll a c¢Tnl
molekula szerkezetével. Igy a cTnl szerkezetében bekovetkezd legkisebb valtozas is a
szivizom kontraktilitasanak megvaltozasat vonhatja maga utan. Ilyen térszerkezet-valtozast
hozhatnak Iétre példaul a cTnl molekula fHCM-asszocialt mutacidi. Ezért intenziv kutatas
bontakozott ki azzal a céllal, hogy a cTnl muticidknak a sziv pumpafunkcidjara kifejtett
hatdsait minél pontosabban megérthessiik (James és mtsai, 2000; Takahashi-Yanaga és mtsai,
2001; Lang és mtsai, 2002). Ennek soran sziilettek olyan eredmények, amelyek a kontraktilis
rendszer funkcionalis hasonlosdgaira mutattak rd a cTnl fHCM-asszocialt mutacioi esetén.
fgy pl. a Ca®"-fiiggd erbgeneralds és a miozin ATP-az aktivitis Ca’’-érzékenységének
fokozodasat talaltak tobb kisérletsorozat végeredményeként (James €s mtsai, 2000; Elliott és
mtsai, 2000; Takahashi-Yanaga és mtsai, 2001; Lang és mtsai, 2002). Fontosnak latszik
azonban megemliteni, hogy a cTnl-t érintd mutaciok tobb esetben a molekula strukturalisan
¢s funkciondlisan eltérd szereppel rendelkezd régidit érintik, melyek kiilonbdzd hatast
gyakorolnak az erégeneralds folyamatara, a cTnC-hez torténd kapcsolatra és egyes esetekben
a miozin ATP-az aktivitasara is (Elliott és mtsai, 2000; Takahashi-Yanaga és mtsai, 2001).
Ennek tiikrében nehezen tlinik értelmezhetonek, hogy miért alakulnak ki a hypertrophias
atépiilés hasonlé morfologiai variansai a c¢Tnl molekula egymastol tavoli régioit €rintd
mutaciok hatasara. gy pl. az R145G mutacio, mely a cTnl centralis inhibitoros doménjének
struktarajat és funkcidjat valtoztatja meg, valamint a C-termindlis terminalishoz kdzeli
K206Q mutacié (1. abra) egyarant az fHCM klasszikus un. ,,ventricularis” tipusu variansat
1dézik eld, melyben az interventriculdris septum megvastagodasa dominal. A C-terminalison
talalhatdo masik mutacid a G203S viszont az fHCM ,,apicélis” varidnsat okozza (Kimura ¢és
mtsai, 1997). A cTnl kiilonb6z6 szakaszait karositdo mutaciok és azok myofibrillaris
mechanikara kifejtett kovetkezményei tehdt nem magyarazzak tokéletesen az fHCM
morfologiai €s klinikai jellegzetességeit.

A mechanizmus komplexitdsdhoz hozzdjarul az a korabban mar ismertetett tény, hogy

a mutans cTnl B-aderenerg stimuldciora bekdvetkezd foszforildcioja is hatdssal lehet a
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1. abra. A cTnl molekula vazlatos szerkezete, funkciondlis elemei, az fHCM-hez kapcsolodo mutdciok és
a p-calpain hasitasi helyek. A cTnl sematikus térbeli szerkezete lathato feliil. A 210 aminosavbol felépiild
fehérje fHCM-asszocialt mutdcioi (pirossal jelolve) a centralis inhibitorikus és a C-terminalis domének
(sziirke szakaszok) aminosav Osszetételét egyarant érinthetik. A cTnl p-calpain altali hasitasanak
feltételezett helyeit fekete sziniti szamok és nyilak jelzik, mig a hasitas sorrendjét a nyilakra irt fekete szinnel
feltiintetett szamok mutatjak. N: N-terminalis; C: C-termindlis

2.5. A calpainok feltételezett szerepe a hypertrophias cardiomyopathiaban

Goll és mtsai ramutattak, hogy a calpainoknak szerepe van az izomszdvet novekedésében és
differencialédasaban (Goll és mtsai, 1992a). Igy valésziniisithetd, hogy a calpainok részt
vesznek az izomfehérjék bontasanak és felépitésének szabalyozasaban is, mely koéros esetben
elvileg a myocardium izomfehérjék aranyanak eltolodasadhoz, akar szivizom hypertrophidhoz
is vezethet. Ezt az elképzelést alatamasztja az a tény is, hogy a calpain-3 gén mutécidja a
harantcsikolt izmokat érintd Limb-Girdle izomdystrophia egyik valtozatanak kialakuldsdhoz
vezet (Richard és mtsai, 1995).

Patkanyok kiilonbozd szivprepardtumain és in vitro végzett kisérletek kozvetetten
igazoltak, hogy a p-calpain a vad tipusu (WT) cTnl molekulat legaldbb 3 kiilonb6z6 helyen
képes hasitani (Gao és mtsai, 1997; McDonough ¢és mtsai, 1999). A cTnl molekula primer
aminosav-szekvencidjaban bekdvetkez6 fHCM-asszocialt mutaciok fontos hatassal lehetnek
a cTnl szekunder és tercier strukturajara, sot a cTnl troponin komplexben elfoglalt helyzetére
is. Elképzelhetd, hogy a PKA-medialt cTnl foszforilacié konformaciora gyakorolt hatésa is

modosul a mutans ¢Tnl molekuldkban. Igy jogosan vetédik fel a gondolat, hogy a mutaciok
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ill. a PKA-mediélt foszforilacié hatdssal lehetnek a cTnl p-calpain-hasithatosagara,

befolyasolva a fehérje turnoverét és a szivizom kontraktilitasat is.

3. Az ischaemias/reperfuzios myocardium karosodas és a calpainok

3.1. A szivizom metabolizmusanak és kontraktilitasanak valtozasai ischaemia/reperfiizio
soran

A myocardium akut ischaemia/reperfuzidja soran a szivizom pumpafunkcidja rendszerint
romlik. A kialakul6 kontraktilitas diszfunkcid hatterében a szivizomsejtek anyagcseréjében €s
Ca’"-homeosztazisiban  bekovetkezé valtozasok keresendék. Ischaemia alatt az
energiatermelés a csokkent oxigén ellatottsag miatt alacsonyabb, mint az energia-
felhaszndlds. Ennek kovetkeztében a szivizomzat leginkabb energiaigényes funkcidi
szenvednek zavart, mint pl. a Ca*"-homeostasis, igy az intracellularis Ca®"-koncentracio
emelkedése kovetkezik be (Marban és mtsai, 1989; Eisner és mtsai, 1989; Elliott és mtsai,
1992; Piper és mtsai, 1998). Az anaerob anyagcserére kényszeriilt myocardiumban a pH is
megvéltozik, a H' akkumuldcidja kovetkeztében acidozis alakul ki az intra- és az
extracellularis térben egyarant. Ennek szerepet tulajdonitanak a kontraktilis funkcid
ischaemia alatti csokkenésében (Allen és Orchard, 1987; Papp és Edes, 2000), mivel az
alacsony pH csokkenti a kontraktilis rendszerben Ca**-érzékeld funkciéval rendelkezé ¢TnC
molekula Ca®’-kotését (Kentish, 1991; Palmer és Kentish, 1994). Az emlitett anyagcsere
valtozasok a sziv globalis funkcidjat tekintve eldszor relaxacios zavar forméajaban
tilkr6zodnek, majd ezt koveti a kontraktilis erd szisztolés csokkenése, kifejlodnek az
elektromos diszfunkci6 jelei, és végiil az ischaemids eredetli fajdalom, az angina.
Amennyiben az ischaemiat okoz6 érelzarodas megsziinik, megindulhat a reperfiizid, melynek
soran az extracellularis pH és az oxigénellatds hamar normalizalodik Ez azonban érdekes
modon atmenetileg néveli a szivizomsejtek intracellularis Ca®*-telitettségét (Marban és mtsai,
1989). Ezt a jelenséget részben azzal magyarazzak, hogy a sejtmembranon 4t megvalosulé H'
kiaramlast a Na'/H' antiport rendszeren keresztiil jelentds Na' bedramlas kiséri, mely
termodinamikailag elényteleniil érinti egy masik transzporter, a Na'/Ca*"-exchanger
miikodését, igy az intracellularis Ca®” koncentracié tovabb emelkedik (Kloner és mitsai,
1998). Az ischaemidssa tett myocardium reoxigenizacidja masrészt intenziv oxidativ
szabadgyok-képzést is indukal, mely a magas Ca’" koncentracioval jellemzett tereket
elvalaszté membranrendszerek karositdsaval jarul hozza a szivizomsejtek belsd terében a

Ca®" koncentracid emelkedéséhez (Piper és mtsai, 1998; Bolli és Marban, 1999). A fentiek
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alapjan kés6 ischaemia és korai reperfuzio soran a Ca”'-tiltelitettség kialakulasaval egyarant
szamolni kell, melynek szerepe lehet az ischaemids/reperfuziés myocardium-karosodas
1étrejottében (Marban és mtsai, 1989; Gao és mtsai, 1996; Bolli és Marban, 1999). A koérosan
emelkedett intracellularis Ca®"-koncentracio pathologiai szerepét azonban nagyban
befolyasolja az ischaemias periddus iddtartama. Az 1-2 percig tartd, tigynevezett azonnal
sztind ischaemiat kovetden a kontraktilis funkcié néhany masodperc utdn normalizalodik,
azonban a 10-20 percig tartd teljes vérellatasi hiany sulyosabb, de még mindig reverzibilis,
ugynevezett myocardialis kabulatot (,,stunning”) idéz elé (Opie, 1992; Kloner és mtsai,
1998). Ezekben az esetekben a vérkeringés helyredllasat kovetéen 15-20 perc alatt
bekovetkezik a citoplazmatikus Ca®” koncentracid normalizalodasa (Gao és mtsai, 1995). A
myocardium egyértelmiien €letképes, nekrdzistdl mentes marad, ennek ellenére a szivizom
kontraktilitasa rovidebb-hosszabb ideig (6rdk-napok) tovabbra is karosodott lehet. Ez az
ugynevezett ,,myocardialis stunning” klasszikus megjelenése. A sejtek tehat a taléléshez
nélkiilozhetetlen reperfiiziobol azonnal nem profitalnak.

A csokkent kontraktilitast, de €letképes szivizomzatnak a mikodészavarat kiilonb6zo
allatmodelleken vizsgaltdk. A szivizomzat ischaemids/reperfiizids funkcidzavarai jol
kovethetok - a valos viszonyokat sok szempontbol helyesen modellezd - izolalt sziveket
alkalmazo6 kisérletekben (Gao és mtsai, 1995 és 1996) (2. abra). Ezen megkdzelités alapja az,
hogy a leggyakrabban kis allatokbol (pl. patkany) eltavolitott sziv koszortsér-keringését (az
aortaba rogzitett kaniilon keresztiill torténd retrograd) perfizid révén fenntartjak
(Langendorff-sziv). Ily modon, a kamrdk funkcidja ex vivo koriilmények kozott tobb oran
keresztiil tanulményozhat6, a balkamrai nyomas pedig mérhetd. A perfuzié megsziintetése
ilyenkor az egész szivre kiterjedd un. globalis ischaemidt hoz létre, mely a kontraktilis erd
néhany perc alatti teljes megsziinését vonja maga utdn. A balkamrai nyomasban ilyenkor
kialakul6 zuhanas tehat az oxigénhidnyossa tett izomszovet pumpafunkcidjanak rohamos
csokkenésére hivja fel a figyelmet. Az 2. 4bran egy Langendorff-szerint perfundalt
patkanysziv bal kamrai nyomasvaltozasait egy 20 percig tartd globalis ischaemias periddus
elott, alatt és utan tiintettiik fel. Az ischaemia kezdetét kovetden a bal kamrai nyomas gyorsan
megsziint, 10-15 perc elmultaval ischaemids kontraktura (Papp és mtsai, 2002) alakult ki. A
reperfuzidt halmozott arrhythmiak kovették, majd a kamranyomas egy a pre-ischaemiashoz

viszonyitott csokkent funkcionalitasu szinten stabilizalodott (kdbult myocardium, stunning).
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2. dabra. Langendorff-szerint perfundalt izoldlt patkdany sziv balkamrai nyomdsvaltozdasai egy 20 percig
tarto globadlis ischaemids periddus elott, alatt és utin.

Az ischaemia kezdetét kovetden a balkamrai nyomds gyorsan megsziint, 10-15 perc elmultaval ischaemias
kontraktura alakult ki. A reperfiiziot halmozott arrhythmiak kovettek, majd a kamranyomas egy, a pre-
ischaemiashoz viszonyitott csékkent funkcionalitasi szinten stabilizalodott (kabult myocardium, stunning).
(Az illusztrdaciokent hasznalt abra témavezetom merési anyagabol szarmazik.)

3.2. A reverzibilis ischaemidas/reperfiizios myocardium karosodas kialakulasanak feltételezett
mechanizmusa — calpain teoria
A napjainkban leginkdbb elfogadott allaspont szerint a reverzibilisen csokkent myocardialis
pumpafunkcié magyardzata a karosodott kontraktilis fehérjerendszer csdkkent Ca®'-
reaktivitadsa (Bolli és Marban, 1999). E jelenség hatterében akut ultrastrukturalis karosodasok
keresenddk, melyek intracellularis fehérjéket érintenek. A fehérjekarosodasok létrejittében
egy Ca*"-fiigg$ proteolitikus folyamat szerepe bizonyitottnak latszik (Matsumura és mtsai,
1996; Kloner és mtsai 1998). Specifikus protedz inhibitorokkal végzett kisérletek alapjan a
proteolizis nagy valoszinliséggel a mar emlitett neutralis intracellularis protedzhoz, a p-
calpainhoz kapcsolhaté (Matsumura ¢és mtsai, 1993; Yoshida és mtsai, 1995; Gao és mtsai,
1996 ¢és 1997). Az enzim aktivalodasat a késd ischaemia ¢és korai reperfizo soran kialakulo
Ca*"-taltoltddés triggereli és ez inditja be a proteolitikus valtozasokat (Gao és mtsai, 1995 és
1996). A karosodott fehérjék cseréje illetve jraszintetizalasa id6ét igényel, ez magyardzna az
orakig - napokig tartd funkciondlis zavart (Gao 1997, Bolli és Marban, 1999). Arra
vonatkozolag nem rendelkeziink abszolit érvényii bizonyitékokkal, hogy a Ca*"-medialt
proteolizist mds mechanizmusok (pl. reaktiv oxigén és nitrogén intermedierek) milyen
mértékben egészitik ki (Bolli és mtsai, 1999). A legujabb vizsgalati eredmények alapjan
azonban az is felmerilt, hogy a proteolitikus aktivitashoz a szabadgyokok altal aktivalt
matrix metalloproteindz—2 enzim (MMP-2) miikddése is hozzajarulhat (Wang és mtsai,
2002a és 2002b).

Ezen proteolitikus hatdsok kapcsan legtobb figyelmet a myofilamentumot alkotd
fehérjék lehetséges karosodasai kaptak. Viszonylag koran leirtdk a troponin komplex
inhibitoros, c¢Tnl alegységének p-calpain-medidlta ishaemids/reperfuziés degradaciojat,

ezaltal sokaig a cTnl-t tették feleldssé a stunning kialakulasaért (Toyo-Oka és Ross, 1981;
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Kusuoka és mtsai, 1987). Igy nem meglepd, hogy a legtobb adat a c¢Tnl-ra vonatkozodan
talalhatd (Westfall és Solaro, 1992; Gao és mtsai 1996 és 1997; Van Eyk és mtsai 1998;
McDonough és mtsai 1999; Murphy és mtsai 2000). Allatkisérletes modelleken kozvetetten
igazoltak, hogy az ischaemias/reperfuzios anyagcserezavar kapcsan a p-calpain egy 17
aminosavbol allé polipeptid egységet hasit le a ¢Tnl C-terminusarol (Gao és mtsai, 1997,
McDonough és mtsai, 1999). Azokban a transzgenikus egereken végzett kisérletekben, ahol a
cTnl igy megroviditett valtozatat expresszaltak (cTnl;.193), valdoban sikeriilt kimutatni a sziv
csokkent pumpafunkcidja és a cTnl-degradacio kozotti kapcsolatot (Murphy és mtsai, 2000).
Postischaemias szivizommintdkkal végzett biokémiai meghatarozdsok sordn azt is
felismerték, hogy a cTnl bomldsa a C-terminalis 17 polipeptidbdl allo szekvencidjanak
levélédsa utan is folytatodik (McDonough és mtsai, 1999). A masodik hasitasi hely a cTnl N-
terminalisatdl szamitott 63., a harmadik a 73. aminosavnal valosziniisithetd (1. abra). A cTnl
proteolizise a szivizom karosodott relaxacios képességéhez vezet, ami a stunning egyik
karakterisztikus jellemzdje, aldtdmasztva, hogy a cTnl degradacido fontos tényezdje a
myocardidlis stunningnak (Liiss és mtsai, 2000). Azonban nagytestii allatokon nem sikertilt
igazolni az emlitett fehérje postischaemias karosodasat (Thomas és mtsai 1999; Liiss és mtsai
2000; Feng ¢és mtsai 2001; Kim és mtsai 2001).

A regulatorikus c¢cTnT a troponin komplex Tm-t kotd tagja. A szivizomban
differencialtsagi foktdl fiiggden 4 kiilonbozd izoforma expresszalodik, ezeket T1-T4-ig
szamozzuk. A szam ndvekedésével csokken az expressziojuk esetén tapasztalt Ca* -affinités.
Felnott, differencidlodott szivizomban szinte csak a T3-as izoforma expresszaldodik
(Anderson ¢és mtsai, 1995; Adamkova ¢és Pelouch, 1999). A c¢TnT molekuldk két
lokalizacioban figyelheték meg a sejtben: a molekuldak dontd tobbsége myofibrillumhoz
kototten, kisebb résziik a citoplazmaban szolubilis formaban talalhatd (Katus és mtsai, 1991).
Ez utobbi feltehetden azonnal mobilizalhaté prekurzorként szolgédl a troponin komplexek
kialakuldsanal (Adamkova és Pelouch, 1999). In vitro adat van arra vonatkozdan, hogy ez a
fehérje is bomlik p-calpain hatdsara (Westfall és Solaro, 1992; Di Lisa és mtsai, 1995), és a
degradécio az aktin-miozin interakcié megvaltozasdhoz vezet. Bonyolithatja a képet, hogy a
cTnl és cTnT molekulakbdl lehasadd degradacids termékeket transzglutaminaz (TG)
aktivitasi enzimek mas myofibrillaris fehérjékhez kapcsolhatjdk. Ilyen kovalens
komplexeket a cTnl hasitdsabol keletkez6 degradalt proteinek vonatkozdsaban is
azonositottak (McDonough ¢és mtsai, 1999). A humian myocardium ischaemids

karosodasanak diagnosztikajaban a troponin komplex (elsésorban a cTnl és a cTnT)
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bomlastermékeinek vérplazmaban torténd felismerése jelenleg kozponti helyen szerepel
(Katrukha és mtsai, 1998). Az is elég meggy6z6 adat, hogy stunned myocardiumbol izolalt
troponin komplexet atiiltetve a vazizomba csokkent Ca’’-érzékenységet tapasztaltak
(McDonald ¢és mtsai, 1998). Mindezek alapjan a kébult myocardium a kontraktilis fehérjék
regulécios folyamatainak izolalt karosodasa kovetkeztében alakulna ki.

Kevéssé elképzelhetd azonban, hogy a p-calpain, amely Ggy hivta fel magara a
1984; Kay 1984b; Kim és mtsai, 1995; Suzuki és mtsai, 1996; Huff-Lonergan és mtsai,
1996), a szivizomban egyediil a regulatérikus ¢Tnl és esetleg a cTnT bontdsara lenne képes.
Az igen szelektiv enzimhatas azért is valosziniitlen, mert a p-calpain nem rendelkezik
szigorii szekvencia-specificitassal, bar ,,eldnyben részesiti” a nagy hidrofob oldallancokat
(Leu, Val) (Sasaki és mtsai, 1984, Fischer és mtsai, 1986). Az enzim inkabb a szubsztratok
magasabb rendl strukturait ismeri fel és azonositja hasitasi helyként (Harris és mtsai, 1988;
Croall ¢és mtsai, 1996; Stabach ¢és mtsai, 1997). Vazizom-preparatumokat hasznald
kisérletekben calpain-kezelés hatdsara a hardntcsikolt struktara jellegzetes valtozasa
kovetkezett be, mely alapul szolgalt az enzimhatéas ¢élettani mikodésének feltdrasdhoz is
(3. 4bra). Az enzim a titin és a nebulette (vazizomban nebulin) strukturfehérjéket gyorsan
hasitja, ezaltal zavart szenved egyéb fehérjék szarkomerben valod rogzitettsége is. Karosodik
tovabba a dezmin és kotott allapotabol kiszabadul esetleg el is hasad az a-aktitin. Tovabb
lazulnak a fehérjék kozotti kapcsolatok, kiszabadul és hasad ¢TnT, a ¢Tnl, a ¢cTm ¢és a
C protein. Ez a folyamat végiil a Z-csikok teljes eltlinéséhez vezet. Miutan a calpain
kiszabaditotta a fehérjéket a filamentamentaris rendszerbdl és nagy fragmentumokka
hasitotta (,,clohasitotta”) oOket (Goll ¢és mtsai, 2003), mdas protedzok (proteosome,
katepszinek, peptidazok) tehetik teljessé a fehérje lebomlast (Solomon és Goldberg, 1996;
Eble és mtsai, 1999; Goll és mtsai, 2003).

Figyelemre méltd, hogy szdmos eredmény keriilt kozlésre annak alatdmasztdsara,
hogy a kabult myocardium pathogenezisében a szivizomsejteket érd strukturalis fehérje-
karosodas is szerepet kap (Kim ¢és mtsai 1995, Matsumura és mtsai 1996; Yoshida ¢és mtsai,
1995; Van Eyk és mtsai, 1998; Papp és mtsai, 2000). E megkozelités szerint az egyes
strukturalis és myofibrillaris funkciokkal bir6 fehérjék proteolizise vagy akar csak
kiszabadulasa a szigora szabalyok szerint felépitett filamentaris rendszerb6l megbontja a Z-
csikok egységét, ami elsdsorban a struktira karosodasa miatt vezet jelentds kontraktilitas-

diszfunkcidhoz.
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3. abra. A hardntcsikolt izom myofibrillaris fehérjék turnover/degraddacio modelljének sematikus dbrdja.
Keét Z-csik kozotti szakasz egy szarkomernek felel meg. Az I-savban szereplo vékony vonalak a vékony
filamentumokat, az A-savban a vastag vonalak a vastag filamentumokat tiintetik fel. A vékony filamentumok
mentén rendezodott troponinokat szaggatott vonallal abrazoltuk. A titin és a nebulin/nebulette nincs
feltiintetve az abran, hogy elkeriiljiik annak tulzsufoltsagat. A calpain szamara hozzaférheto titin és
nebulin/nebulette hasitasat kovetéen a Z-csik fehérjék kotései felszakadnak, kiszabadulnak a felszinesen
elhelyzkedo a-aktinin, a vékony és vastag filamentumok. A megmaradt, de vékonyabb miofibrillumok épek,
kontrakciora képesek. A kiszabadult filamentumok pedig vagy ujra filament rendszerbe rendezddnek, vagy
tovabbi hasitason mennek keresztiil, és végiil mas protedzok altal teljesen degradalodnak.

A degradécids folyamatban feltételezhetéen érintett struktarfehérjékrol is egyre tébb
informécioval rendelkeziink.

A titin, vagy mas néven connectin 3000-3700 kDa-os molekulatomegével az eddig
ismert legnagyobb méretli izomfehérje. A Z-csikok és M-vonalak kozotti tereket hidalja at.
Hatalmas ,,interface” molekulaként fontos szerepe van a myofibrillumok strukturdlis és
regulatorikus fehérjéinek Osszerendezésében, kozvetlen ligandjai a T cap fehérje, a-aktinin,
aktin, calpain p94, miozin, C protein ¢s miomezin (Gregorio €s mtsai, 1999). Rendelkezik
tovabba foszforilacids helyekkel €s szerin/treonin kindz doménnel. A titin kulcsfontossagu a
szarkomer passziv €és aktiv mechanikai sajatossdgainak meghatarozasdban. A passziv
izomfesziilés legfébb intracellularis meghatarozoja, valamint képes érzékelni a

szarkomerhosszban bekovetkezé véltozasokat, ezaltal szabalyozni a myofilamentumok Ca*'-
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érzékenységét (Neagoe és mtsai, 2002). A humdan szivizomban szdvet-specifikus alternativ
,»splicing” mechanizmussal két eltéré hosszisagu izoforma expresszalodik, egy nagyobb és
elasztikusabb (N2BA, 3300 kDa) és egy rovidebb és merevebb (N2B, 3000 kDa) (Freiburg és
mtsai, 2000). A titin szerkezeti véltozasainak fontos szerepet tulajdonitanak a myocardialis
megbetegedések pathogenezisében is, mint pl. a citoszkeletdlis remodellingben, a
szivelégtelenségben és a pacing tachycardiaban (Bell és mtsai, 2000; Neagoe ¢€s mtsai, 2002).
Autoszomalis domindnsan 6roklodd dilatativ cardiomyopathidban (DCM) titin mutéacidt is
talaltak (Gregorio és mtsai, 1999), melynek fontos szerepet tulajdonitanak a betegség
pathomechanizmuséban. A harantcsikolt izmot ¢érinté Duchenne (DMD), Fukuyama
(Matsumura és mtsai 1990), és a Limb-Girdle izomdystrophidban (Richard ¢és mtsai 1995)
pedig titin degradaciot irtak le. Azt is kimutattak, hogy a titin érzékeny a calpainra, az enzim
el0szor azt B-connectinné, majd tovabbi kisebb fragmentumokra hasitja (Zeece és mitsai,
1986; Hu és mtsai, 1989; Granzier és Irving, 1995; Huff-Lonergan és mtsai, 1996). Igy
logikusan vetddik fel, hogy a titin a myocardialis stunning soran is potencialis célfehérje
lehet.

A fodrin sejt/szovet-specifikusan expresszalodo, o és P alegységekbdl tetramert
formald struktarfehérje. Haldzatos rendszert alkot a sejtmembran alatt, ahol komplex
kapcsolatot hoz 1étre a membran és a citoszkeletalis rendszer kozott. Az aktint keresztkotve
indirekt modon hat egyéb intracelluldris fehérjék szervezddésére, masrészrol felelds a
membranfehérjék rendezddésének megtartasaért, asszocialodik a sejtmembran ioncstorndival
¢s pumpaival és felel a ,szinaptikus transzmisszidért” is (Isayama és mtsai, 1993;
Winkelmann ¢és Forget, 1993; De Matteis ¢s Morrow, 2000). Lokalizacios vizsgalatokkal
kimutattdk, hogy a fodrin fellelhet6 a T tubulusokndl, a Z-csikoknal, ¢és a discus
inetrcalarisoknal is. In vitro p-calpain-indukalt fodrin degradacios vizsgalatok soran a fodrin
1991). Fodrin nélkiil a sejtek ozmotikusan és mechanikailag egyarant fragilissa valtak
(Doctor ¢és mtsai, 1993), megvaltozott a szarkolemmalis ioncsatornak és pumpak helyzete és
miikddése, tovabba a gap junctionok dezorganizacioja jott 1étre (Yoshida és mtsai, 1995).
Tobben igazoltdk, hogy az a-fodrin calpain-érzékeny fehérje illetve, hogy allatkisérletes
modellekben degradalodik stunning sordn (Harris €s mtsai, 1988; Yoshida és mtsai, 1995;
Nath és mtsai, 1996; Matsumura és mtsai, 1996, Aki és mtsai, 2002). Degradéacidja Calpain
Inhibitor I-el, vagy a reperfizio alatt a Ca*" koncentracié alacsony szinten tartdsa mellett

kivédhetd (Yoshida és mtsai, 1995).
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A dezmint a szivizomsejtek citoszkeletalis rendszerében, hasonléan mas eukaridta
sejtekhez, fontosnak tartjak az intermedier filamentumok alkotdsaban. Dontéen a Z-vonalak
perifériajan helyezkedik el, igy részt vesz a Z-csikok szerkezeti stabilizaldsdban, a
myofibrillumok egymdéshoz és a szubszarkolemmalis sejtvazhoz valo rogzitésében is
(Richardson ¢és mtsai, 1981; Yagyu és mtsai, 1990). A dezmin esszencidlis szerepére utal a
dezmin null-mutaciét hordozé egérmodellekben észlelt szivizomdegeneracié (Milner és
mtsai, 1996; Thornell és mtsai, 1997). Izolalt patkany szivizomsejteken p-calpain hatdsara a
harantcsikolat gyors eltiinését és a Ca*"-ra adott kontraktilis valasz csokkenését észlelték,
stunning soran feltehetdleg szintén szamolni kell (Matsumura és mtsai, 1996).

Az oa-aktinin szintén a Z-csikokndl lokalizalodo struktarfehérje, ahol antiparalel
dimereket képez Osszekotve az aktin filamentumok végeit (Isayama ¢és mtsai, 1993).
Amennyiben az a-aktinint eltdvolitottdk a filament rendszerbdl, karosodott az aktin-miozin
kapcsolat soran generalt erd hatékony tovaterjedése, valamint feltehetden a megvaltozott
interfilamentéris tavolsagok miatt csokkent a keresztkotések kialakulasanak valoszintisége is
(Van Eyk és mtsai, 1998). Ezért nem meglepd, hogy az a-aktinin eltdvolitasa a miozin ATP-
az gatlasdhoz és csokkent kontraktilitdshoz vezetett. Feltételezhetd, hogy az o-aktinin
molekulanak fontos szerepe van a miozin ATP-4z maximalis aktivitdsanak szabalyozasaban
is (Malhotra és mtsai, 1986). Calpain hatasara észlelték az a-aktinin myofibrillumokbdl valo
kiszabadulasat és a Z-csikok eltinését is (Dayton és mtsai, 1976). Ugyanakkor azt is
kimutattak, hogy az o-aktinin ugyan lassan és limitalt médon, de degradaldédhat (Goll és
mtsai, 1991), amely a stunning sordn is bekdvetkezhet (Matsumura és mtsai, 1996; Van Eyk
¢s mtsai, 1998).

Osszefoglaloan megallapithatjuk, hogy jelenleg még nincs egyetértés abban, hogy: (1)
melyek a stunninghoz kotott proteolizis altal elsésorban karositott fehérjestruktarak (Westfall
és Solaro, 1992; Sato és mtsai, 1993; Yoshida és mtsai, 1995; McDonald és mtsai, 1995;
Matsumura és mtsai, 1996; Gao és mtsai, 1996; Van Eyk ¢és mtsai, 1998; Thomas és mtsai,
1999), (2) ezek milyen modon viszonyulnak a megvaltozott myofibrillaris funkcidhoz (Bolli
¢s Marban, 1999), (3) az eddigi allatkisérletekbdl feltart Gsszefiliggések milyen mértékben
vonatkoztathatok a humén szivizomzat ischaemids/reperfuzids karosodasara (Kloner és mtsai,

1998).
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Célkitiizések

In vitro kisérleteinkben a kovetkezo6 kérdésekre kerestiink valaszt:

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

2. Kiilonboznek-e az izolaltan és a troponin komplexben levé mutans cTnl molekulak pi-
calpain-hasithatosag szempontjabol?

3. Hatassal van-e a PKA-medialt biszfoszforilacio a mutans cTnl molekulak p-calpain-
hasithatosagara?

4. Magyarazatul szolgalhat-e a familiaris hypertrophids cardiomyopathiaban
tapasztalhatdé morfoldgiai és funkciondlis véltozasokra a c¢Tnl mutacidk és a p-
calpain-hasithatosag kozti kapcsolat?

5. Van-e kiilonbség a dilatativ cardiomyopathids (NYHA III-1V.) és a donor szivek cTnl
molekulainak foszforilacids szintjében? Hatassal van-e ez a molekuldk p-calpain-
hasithatdsagara?

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 human myofibrillaris fehérjék in vitro p-calpain
emésztése sordn szerzett ismeretekkel?

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

miikodés kovetkeztében a human myocardiumban?
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Anyagok és Modszerek

1. Tisztitott cTnl molekulak

Kisérleteinket a Bochumi Egyetemen molekularis biologiai moddszerekkel eldallitott,
rekombinans cTnl molekuldk felhasznalasaval végeztik. Négyféle cTnl molekula allt
rendelkezésiinkre: a vad tipusu (WT) és 3 mutdns forma. A vad tipusi az egészséges
emberek szivében eléforduld cTnl-nak felelt meg. A ,,missense” mutaciok a cTnl molekulat
a 145-0s, 203-as és 206-0s aminosav poziciokban érintették. Jelolésiik ennek és a kialakult
aminosav cseréknek megfelelden: R145G, G203S ¢és K206Q. A molekuldk expresszidja és
tisztitdsa Deng ¢€s mtsai (2001) valamint Reiffert és mtsai (1998) leirasa szerint tortént. A
WT ¢és a mutans fehérjéket E.coliban overexpresszaltak, majd CM-Sepharose fast flow
(Pharmacia) és affinitds kromatografia segitségével tisztitottdk. A rekombindns fehérjék
molekulatomegét tomegspektrometriaval (Reiffert és mtsai, 1999), tisztasagdt SDS-PAGE
(15 %-0s homogén poliakrilamid) segitségével ellendrizték. Azon cTnl molekulak, amelyek
nem keriiltek felhasznalasra, -20 °C-on keriiltek tarolasra a kovetkezd Osszetételti oldatban
(pH 7,0) (mM-ban): MOPS 10, KC1 300, DTT 1,5 és glicerol 60 %.

A humén szivizom-specifikus troponin komplexek képzéséhez cTnT ¢és cTnC
molekulakat osszekeverték WT vagy mutdns cTnl molekulaval (R145G, G203S, K206Q)
1:1:1 mdl ardnyban 6 M ureéat tartalmazé pufferben (Deng és mtsai, 2001). Ezt csokkend urea
Iépésrdl 1épésre csokkentették. A troponin komplex képzddés hatékonysagat analitikai
gélfiltracioval ellendrizték (Pharmacia Sephadex G-75). Sziikség esetén a komplexbe be nem
¢piilt troponin alegységeket gélfiltracidval eltavolitottak.

A WT ¢és a mutans cTnl molekuldkat a PKA katalitikus alegységével a Ser-22 és Ser-
23 pozicioknak megfeleléen korabbi leiras szerint foszforilaltdk (Deng és mtsai, 2001). Az
izolalt ¢Tnl alegységek foszforilalasahoz 80 mU PKA/mg cTnl, a troponin komplexben levd
WT cTnl és G203S mutans foszforildlasdhoz 160 mU/mg fehérje, a komplexben levé R145G
¢s K206Q mutansok foszforilalasdhoz 120 mU/mg fehérje enzim mennyiséget hasznaltak.
Ilyen paraméterek mellett az 6sszes cTnl molekula esetén hasonld foszforilaltsagi szintet
értek el. A ¢Tnl molekuldk foszforilacids szintjét izoelektromos fokuszalassal rutinszeriien
ellendrizték. Kisérleteinkhez csak azokat a mintdkat hasznaltuk, amelyek nem tartalmaztak

defoszforilalt molekuldkat és a monofoszforilalt molekulak ardnya 10 % vagy az alatt
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maradt, a biszfoszforilalt molekuldk aranya pedig elérte a 90 %-ot. Tovabbi felhasznalésig a

mintakat —80 °C -on taroltuk.

2. Szévetmintdk

A kamrai szovetmintdkat huméan bal kamrai teriiletekr6l nyertiilk. 2 minta dilatativ
cardiomyopathiadban szenvedd, Battista miitéten atesett betegbdl (NYHA III-IV), 3 tovabbi
minta technikai okok miatt transzplantdciora fel nem hasznalt egészséges donor szivekbdl
szarmazott. A mintakra vonatkozo adatokat az 1. tablazatban tiintettilk fel. A biopszias
anyagok mintavétel utan azonnal folyékony nitrogénbe keriiltek ¢és azokat tovabbi

felhasznalasig —80 °C taroltuk. A vizsgalatok a helyi Etikai Bizottsag jovahagyasaval

torténtek.

nem kor alapbetegség gyogyszerelés
Donor 1 noéd 37 - -
Donor 2 férfi 56 - -
Donor 3 férfi 18 - -
Beteg 1 férfi 55 DCM ACE, D, AK, DI
Beteg 2 férfi 65 DCM ACE, D, AK, N

1. Tablazat. A szivizom mintakra vonatkozo adatok
DCM: dilatalt cardiomyopathia, ACE: ACE inhibitor, D: diuretikumok, AK: antikoagulans,
DI: digitalis, N: nitratok.

3. p-calpain-medialt in vitro proteolizis

A tisztitott human defoszforilalt és PKA biszfoszforilalt cTnl molekuldkat (3 ug az izolalt
WT és mutans c¢Tnl molekuldkbdl, 10 pg a troponin komplexekbdl) 30 °C-on 100 ul
Ossztérfogatban a kovetkezd Osszetételll pufferben inkubaltuk (mM-ban): KCl 30, imidazol
15, NaCl 5, MgCl, 1, EGTA 1, EDTA 1 és DTT 0,5, CaCl, 5, pH 7,5. A proteolizis elinditasa
0,05, 0,1 0,5, 1 illetve 2,5 U p-calpain (Calbiochem) reakcidelegyhez valé hozzaadasaval
tortént. A reakcio kinetikdjanak megallapitasdhoz a proteolizis 0,5, 30, 60 és 120 percét
kovetéen mintdkat vettiink (23 pul) és a mintdkat azonos térfogat 2x toménységii SDS
mintapufferben 100 °C-on 5 percig foztiik. Kontrollként Calpain Inhibitor I (0,3 mM,

Calbiochem) jelenlétében illetve Ca®" nélkiil végzett inkubaciok szolgaltak.
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A kb. 1 g tomegli szivizom mintdkat lehiitott dorzscsészében folyékony nitrogén
jelenlétében poritottuk, majd jégen tartva 3 ml Ca*-mentes pufferben reszuszpendaltuk és
mechanikus potter segitségével homogenizaltuk. A puffer Osszetétele (mM-ban): KCI 30,
imidazol 15, NaCl 5, MgCl, 1, EGTA 1, EDTA 1 és DTT 0,5, pH 7,5. Tovabba, minden
reakci6 elegy tartalmazott Phosphatase Inhibitor Coctail I-et (1 pl/500 pg fehérje; Sigma). A
hasznalva hatdroztuk meg. A mintdkat tovabbi felhasznaldsig jégen taroltuk. 600 ng
Osszfehérjét tartalmazo Ca®’-mentes homogenizatumokat rendszerint 30 °C-on 3 mM CaCl,
hozzaadasasval 200 pl dssztérfogatban inkubaltuk. A proteolizis indukélésa 1 U vagy 5 U p-
calpain (Calbiochem) reakcioelegyhez vald hozzdadasaval tortént. 0,5, 15, 30, 60 illetve 120
percet kovetden mintat vettiink és a mintdkat azonos térfogati 2x toménységli SDS
mintapufferben (4 % SDS, 124 mM TRIS-HCI, 20 % glicerol, 40 mM DTT) 100 °C-on 3
percig szolubilizaltuk. Kontrollként Calpain Inhibitor 1 (0,3 mM, Calbiochem) jelenlétében
illetve Ca®" nélkiil végzett inkubéciok szolgaltak. A p-calpain-mentes, de Ca®"-ot tartalmazo
kozegben végzett inkubaciok a mintdk endogén proteolitikus aktivitasarol vald tajékozodast

szolgaltak.

4. Egy-dimenzios gélelektroforézis

A p-calpain homogenizatumokon Kkifejtett proteolitikus hatdsanak attekintd értékeléséhez
fed6gél-mentes szeparalogéleken 6-18 % koncentraci6 tartomanyban egy-dimenzids
folyamatos gradiens szukr6z-SDS-poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink (6sszfehérje:
30 pg/sav, késziilék: Protean I xi, Bio-Rad).

A célzott fehérje analizishez fehérjénként kiilonb6zé koncentracioja SDS-
poliakrilamid géleken (titin: 4 %, a-fodrin and a-aktinin: 7 %, dezmin: 10 %, cTnT és cTnl:
15 %; Mini Protean II, Bio-Rad) Laemmli protokoll szerint (Laemmli 1970; Wiley és mtsai,
1996), titin esetében fedd gél nélkiil, a tobbi fehérje esetében fedd gél alkalmazasaval (5 %)
azonos fehérje mennyiséget tartalmazé homogenizatumokat szepardltunk (6 pg az
eziistfestéshez és 12 pg a Western immunoblothoz, kivéve a titint, mely esetben 20 illetve
50 pg-ot hasznaltunk). Tisztitott cTnl molekuldk elvalasztasakor a gélekre felvitt fehérje-
mennyiség izolalt molekuldknal 0,2 pg, komplexben levé molekuldkndl 0,5 ug volt. Az
elektroforézis soran a futtatdshoz hasznalt aramerdsség titin esetében 10, a tobbi fehérje

esetén 120 mA/gél volt.

22



5. Eziistfestés

A fehérjemintazatot a homogenizatumok esetén eziistfestéssel tettiik lathatova, melyet
Giulian és mtsai ajanldsa szerint végeztiink (Giulian és mtsai, 1983). SDS-PAGE-et kovetden
a poliakrilamid géleket etanolos-formaldehides oldatban fixaltuk, majd érzékenyitd oldatban
inkubaltuk egy éjszakan at. Tridesztillalt vizben végzett tobbszori mosast kdvetden az
inkubaciot eziistnitrat tartalmu oldatban folytattuk. Ismételt mosasi ciklus utan az el6hivas
formaldehid-citromsav tartalmt oldatban tortént. Az optimalis szinintenzitds elérése utan a
reakciot ecetsav-etanolamin tartalmu oldattal allitottuk le. A fehérjék molekulatomegét Silver
Standard (Bio-Rad) segitségével hatiroztuk meg, kivéve a titint és degradacids termékeit,

mert azok molekulatomegét csak becsiilni allt médunkban.

6. Western immunoblot

A homogenizatumok célzott fehérjéinek és a tisztitott cTnl molekuldk azonositasara Western
immunoblot technikat alkalmaztuk. Els6 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 (4 °C-on egész ¢€jszakan at) kovetden 3x5
perces TTBS-ben mosasokat végeztiink. Majd a membranokat egérben termeltetett primer
monoklonalis antitestet (anti-titin, clone ab 7034 az Abcam-t6l, higitas 1:1000; monoclonal
anti-a-fodrin, clone AA6 az ICN-tdl, higitads 1:1000; monoclonal anti-a-actinin, clone EA-53
a Sigma-t6l, higitas 1:5000; mouse monoclonal anti-desmin, clone DE-U-10 a Sigma-tol,
higitas 1:7000; monoclonal anti-cardiac TnT, clone 1A11 a Research Diagnostics-t6l (RDI),
higitds 1:3000; mouse anti-human cTnl, clone 16A11, 22B11 ¢és C5 az RDI-t6l, higitas
1:10000, 1:6000 és 1:2000) tartalmazo 1 % tejporos TTBS-ben szobahdmérsékleten 1 6ran at
inkubaltuk. Ez utan ismét 3x5 perces mosasi periodus kovetkezett TTBS-ben, majd 1 o6rés
inkubacido kovetkezett szobahOmérsékleten peroxiddz-konjugalt masodlagos antitestet
tartalmazd 1 % tejporos TTBS-ben (Sigma, higitas 1:2500). A folyamatot 3x5 perces mosas
zarta TTBS-ben. Az immunkomplexeket felerdsitett kemilumineszcencia (ECL) modszerrel
rontgen filmen tettiik lathatéva. A kapott jel intenzitdsa ardnyos volt a vizsgélt fehérje
membranon levé mennyiségével. A fehérjék molekulatomegét Prestained Standard (Bio-Rad)

segitségevel hataroztuk meg.
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7. A cTnl foszforilacios szintjéenek meghatarozasa

A Ca®"-mentes homogenizatumokban a Phosphatase Inhibitor Coctail I (1 ul/500 pg fehérje)
jelenléte meggatolta a fehérjék defoszforilacidjat, az SDS mintapufferben torténd f6zés pedig
felfliggesztette az endogén proteolitikus aktivitast. Optikai denzitds — fehérje koncentracid
kalibracios gorbéket vettiink fol, hogy meghatarozzuk azt a fehérjemennyiséget, amely
Western immunoblot mddszernél nem teliti a jelintenzitast az 6sszes cTnl- és a defoszforilalt
cTnl-specifikus antitestek hasznalata esetén sem (egér anti-human c¢Tnl, clone 16A11 és anti-
human cTnl, clone 22B11 RDI-t6l). Majd minden mintabdl (3 donor és 2 DCM) azonos
mennyiségi (9 pug) fehérjét valasztottunk el SDS-poliakrilamid géleken (15 %, Mini Protean
II, Bio-Rad) és Western immunoblottot végeztiink mind a két cTnl-specifikus antitesttel
(6sszes cTnl- és defoszforilalt cTnl-specifikus antitest 1:10000 és 1:6000 higitasban az
emlités sorrendjében). A foszforilalt cTnl-t, mely az 0sszes és a defoszforilalt cTnl kozotti
optikai denzitdsok kiillonbségét reprezentalja, az 6sszes cTnl ardnyaban szazalékosan fejeztiik

ki.

8. Eredmények értékelése/statisztika

Az eziistfestés €s a Western immunoblot sordn kapott képeket személyi szamitogéphez
illesztett scanner segitségével digitalizaltuk, majd az igy kapott képeket denzitometriasan,
egyedi fejlesztésli szoftver segitségével értékeltiik. A tisztitott ¢Tnl molekuldk esetén a
fehérje degradaciot a 31 kDa molekulatomegli, bomlatlan cTnl-hez tartozd denzités
kontrollhoz viszonyitott csokkenésén keresztiil itéltiik meg. Az eredményeket 4-10 fliggetlen
kisérlet elvégezése alapjan szamszeriisitettiik.

Homogenizatumok esetén a fehérjedegradaci6 mértékét az intakt molekulak
enzimaktivitas- és 1dofiiggd csokkenésén/eltlinésén keresztiil illetve a degradacids termékek
megjelenése alapjan itéltilk meg. Adott p-calpain aktivitas mellett a gyorsabban degradalodo
fehérjéket tekintettiik p-calpain-érzékenyebbnek a lassabban degradaléodoval szemben. A
homogenizatumokon minden kisérletes koriilmény esetén legalabb 3 fliggetlen kisérletet
végeztiink. Az alacsony hémérséklet és a Ca**-mentes kozeg az endogén szdveti protedzokat
gatolta az inkubdacié el6tt, az inkubacio végén pedig a ho-denaturacid és a mintapuffer
allitotta le az enzimatikus reakcidt. Az altalunk hozzdadott p-calpain jelenlétében kapott
proteindegradacié eredményét nem korrigaltuk az endogén Ca’'-fiiggd proteolizisre. Az
értekeket atlagtS.E.M. formaban fejeztiik ki. A kiilonbségeket a Student-féle z-proba

segitségével P<0,05-es szignifikancia szint mellett tekintettiik szignifikdnsnak.
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Eredmények

1. Az izolalt WT cTnl p-calpain-medialt bomlasanak aktivitds- és idofiiggése

Annak eldontésére, hogy a mutians cTnl fehérjék megvaltozott p-calpain-érzékenysége
felelds lehet-e az fHCM kialakulasaért, dsszehasonlitottuk a rekombinans WT és 3 fHCM-
ben azonositott mutans cTnl (G203S, K206Q, R145G) p-calpain-hasithatésagat. Az
0sszehasonlitast izolalt formaban illetve troponin komplexben levé ¢Tnl molekuldk esetén is
elvégeztiik. Mivel minden molekula esetén rendelkeztiink azok defoszforilalt és PKA-
biszfoszforilalt valtozataval, lehetdségiink volt megvizsgdlni a PKA foszforilacid
proteolitikus folyamatban betoltott szerepét is.

Elészor a p-calpain izoldlt WT cTnl-t bontd képességét az enzimaktivitas és az
expozicids 1d6 fliggvényében hataroztuk meg (4A. dbra). Azonos mennyiségi WT Tnl
fehérjét inkubaltunk egyre novekvd p-calpain aktivitasok (0, 0,05, 0,1, 0,5, 1 és 2,5 U)
mellett. Az enzimatikus reakciokat 0,5 percet vagy 120 percet kdvetden allitottuk le. A
Western immuoblot modszerrel készitett regisztratumon jol lathatd, hogy a WT c¢Tnl bomlasa
a p-calpain akitivitasdnak és az alkalmazott inkubacios idének a ndvelésével parhuzamosan
egyarant fokozodott. Az anti-Tnl antitesttel jelzett 31 kDa-os fehérjecsikok intenzitasanak a
csOkkenése vagy eltlinése az immunoblottokon (nativ c¢Tnl) a cTnl specifikus
specifikus antitest (clone C5) egyetlen, 26 kDa molekulatomegii dagradacios terméket
azonositott. Kis p-calpain aktivitdsok jelenlétében (0,05 U és 0,1 U) viszonylag hossza
inkubacios idore (120 perc) volt sziikség detektalhatd cTnl-bomlas eldidézéséhez. Nagyobb
u-calpain aktivitasok (0,5 U, 1 U ¢és 2,5 U) azonban gyorsitottak a cTnl proteolizis ilitemét,
hiszen ezekben az esetekben a cTnl-re specifikus csikok 120 percet kdvetden teljesen
eltintek. Ez arra utalt, hogy a nativ cTnl molekula kisebb, 26 kDa-t6l kiilonb6zd
reakciokozegben (kontroll, 4A. abra) vagy 0,3 mM Calpain Inhibitor I jelenlétében (4B. abra)
végzett inkubaciok 1 U p-calpain jelenlétében is teljesen kivédték (defoszforilalt izolalt,
troponin komplexben talalhatd, és biszfoszforilalt WT cTnl molekuldkon). Ezért a cTnl

bomlasat egyértelmiien a p-calpain miikodéséhez rendelhettiik.
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4. abra. Az izolalt WT cTnl p-calpain-medidalt bomlisanak aktivitdas és iddfiiggése. (A): Defoszforilalt
izolalt WT cTnl (0,2 ug/sav) p-calpain-medialt emésztésének eredménye Western immunoblottal
illusztralva. A kiilonbézé enzimaktivitasok (0, 0,05, 0,1, 0,5, 1 és 2,5 U) mellett kapott eredmények egymas
mellett, a 0,5 és 120 perces inkubdciot kévetéen kapott eredmények pedig egymas alatt vannak feltiintetve,
T=30C. A Western immunoblothoz hasznalt primer antitest: monoclonalis anti-cTnl clone C5. A nativ cTnl
molekulat (31 kDa) és egy degradacios termékét (26 kDa) az abra jobb oldalan kiilon megjeloltiik. (B): 0,3
mM Calpain Inhibitor I jelenlétében végzett inkubdcio képes volt kivédeni a kiilonbozé WT cTnl molekuldak
(defoszforilalt izolalt WT cTnl: 1, defoszforilalt cTnl komplexben: 2, biszfoszforilalt WT cTnl komplexben:

crer

2. 1 U p-calpain proteolitikus hatasa WT és mutans cTnl molekuldkon

A 4. abran bemutatott eredményeink alapjan tovabbi kisérleteinkhez két kiilonb6zé pi-
calpain enzimaktivitast valasztottunk, melyek koziil a nagyobb a WT cTnl teljes (1 U), a
megitélésében segitett, hogy valamely c¢Tnl molekula mutat-e abszolut rezisztenciat a p-
calpain-medialt degradacioval szemben, mig a 0,25 U enzimaktivitds alkalmazasa a
fehérjedegradaciok kozotti finomabb kiilonbségeket segitett felismerni. A fehérjedegradécio
kinetikdjanak kovetésére 0,5, 30, 60 és 120 perc inkubaciot kovetéen mintdkat vettiink.

A 5. dbra az izolalt forméaban (A panel) és troponin komplexben (B panel) levd WT ¢és
az fHCM-asszocialt mutans cTnl molekulak 1 U p-calpain jelenlétében végzett proteolizisét
mutatja Western immunoblot mddszerrel. Mindkét panelen feltiintettiik a vizsgalt cTnl
molekulak PKA altal biszfoszforilalt formdin végzett emésztés eredményeit is. A 31 kDa-os

defoszforilalt nativ ¢Tnl csikok gyors és egyonteti eltlinése (az izolalt és a komplexben levd
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WT és mutans - R145G, G203S ¢és K206Q cTnl molekuldk esetében egyrant) arra hivja fel a
figyelmet, hogy az fHCM-hez kapcsolt cTnl mutaciok nem eredményeznek védelmet a -
calpain-medialt proteolizissel szemben. A nativ fehérje gyors degradacidja és a
véletlenszeriien és halvanyan feltind 26 kDa-os degradacios termék nem volt alkalmas a
kiilonbozé c¢Tnl szekvenciak kozott levo esetleges kiilonbségek vizsgalatara. A
biszfoszforilalt cTnl molekuldk 31 kDa-os specifikus csikjai azonos kisérletes koriilmények
kozott az inkubécio teljes iddtartama alatt részlegesen megérzddtek. A Ser-22 és Ser-23
foszforilacigja ennek megfelelden részlegesen gatolta az 1 U p-calpain proteolitikus hatdsat a

WT ¢és a mutans cTnl molekuldknal egyarant.

A
izolalt cTnl defoszforilalt biszfoszforilalt
0,5 30° 60° 120' 0,5 30’ 60’ 120’
WT - W *s == W _ 31kDa
— 26 kDa
“ -—
R145G - -
L] 1
G203S -
K206Q - - -
B
cTnl komplexben defoszforilalt biszfoszforilalt
0,5 30’ 60’ 120’ 0,5 30’ 60’ 120’
— - - —— 31 kDa
wT . — 26 kDa
— ---
R145G
S— W e -
G203S
& - -
K206Q had

5. abra. 1U p-calpain alkalmazasdkor tapasztalt WT és mutans cTnl bomlas. A kiilonbézé cTnl
molekulakat (WT, R145G, G203S, K206Q) 1 U p-calpain jelenlétében emésztettiik izolalt formaban (felso
panel) és troponin komplexben (also panel), illetoleg defoszforilalt (bal oszlop) és PKA biszfoszforilalt
(jobb oszlop) formaban. A Western immunoblotthoz anti-cTnl clone C5 primer antitest hasznaltunk. A nativ
molekulak (31 kDa) bomlasanak idébeli valtozasat egymas mellett tiintettiik fel az inkubacio 0,5, 30, 60 és
120 percében.
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3. 0,25 U p-calpain proteolitikus hatasa WT és mutans cTnl molekuldkon

Annak meghatdrozasara, hogy az egyes cTnl molekuldk (izoldltan és troponin komplexben
levé WT és mutans cTnl molekulak) p-calpain-érzékenység szempontjabol kiilonboznek-e,
kisebb p-calpain aktivitds (0,25 U) mellett is elvégeztiikk az inkubaciokat. A 6A. dbran az
izolalt és a komplexben levd WT c¢Tnl és R145G mutans emésztésének Western immunoblot
eredményét mutatjuk be. Az igy végrehajtott kisérletek soran a ¢Tnl molekuldk 30 perccel a
proteolizis kezdetét kdvetden nem bomlottak le teljesen. Ez lehetdséget adott a bomlatlan
cTnl relativ mennyiségének becslésére és a kiilonb6zo cTnl molekuldk bomléasra valod
érzékenységének  Osszehasonlitdsara. A kiillonbozd cTnl tipusok emésztésének
Osszehasonlitdsa minden egyes mintdnal a 30 perces inkubacidhoz tartozd nativ (31 kDa)
cTnl sav intenzitdsanak a 0,5 perces inkubacié eredményéhez viszonyitott intenzitas
csokkenése alapjan tortént. A 6B. dbra Osszesitett oszlopdiagrammjanak szazalékban
kifejezett eredményei azt mutatjak, hogy 30 perces 0,25 U p-calpain jelenlétében végzett
emésztés soran mennyi marad az intakt molekuldk szintje. Izolalt WT, R145G, G203S és
K206Q mutans cTnl esetén ez az érték rendre 2249 %, 27410 %, 25+7 % és 4546 %-nak
adodott, szemben a komplexben levd ¢Tnl molekulakkal, ahol ezek az értékek szignifikdnsan
magasabbak voltak (P<0,05): 87113 %, 89£8 %, 75+5 % ¢és 82110 %. A szdmokbdl kitlinik,
hogy a komplexben taldlhaté cTnl fehérjéket a p-calpain kevésbé bontotta, mint az izolalt
molekulakat. Azonban az azonos csoportban levd kiilonb6zé cTnl molekuldkat
Osszehasonlitva nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni az egyes cTnl molekula
tipusok relativ mennyiségében (P>0,05). Ezért megallapithatjuk, hogy az fHCM-hez
asszocialt cTnl gént érintd mutaciok nem befolyasoltak az expresszalodo fehérjék p-calpain-

érzékenységét.

28



A WT R145G
0,5 30 0,5 30°

o - @ ™ — 31kDa

— 26 kDa

izolalt cTnl

cTnl komplexben Feay, “ B W — 31kDa

— 26 kDa

6. abra. Izoldlt és komplexben talilhato cTnl molekulik p-calpain-medidalt proteolizisének
ossszehasonlitisa (A): A WT és az R145G mutdans cTnl 30 perces 0,25 U p-calpain jelenlétében végzett
proteolizisének Western immunoblot eredménye izolalt cTnl molekulak (feliil) és troponin komplexben
talalhato cTnl molekulak (alul) esetén (B): A kiilonbdzé tipusu cTnl molekulak (WT és mutans, izolalt és
komplexben levé), 0,25 U p-calpain jelenlétében vegzett proteolizisei soran (30 perc) az emésztetlentil
maradt molekulak aranya %-osan kifejezve, a Western immunoblotok denzitometrids értékelése alapjan. A
szamok 4-10 fiiggetlen emésztés eredményét tiikrozik, atlag+S.E.M.

] cTnl
1009 | (A cTnl komplexben

Relativ cTnl mennyiség (%)
9]
<

WT R145G| |G203S| |K206Q
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4. A donor és a DCM-as szivmintak cTnl molekulainak PKA-fiiggo foszforilacios szintjében
levo kiilonbségek és hatdasuk a p-calpain-indukalt proteolizisre

Kivancsiak voltunk, hogy a szivelégtelenségben szenvedd betegeink szivmintaiban csokken-e
a c¢Tnl molekulak PKA foszforilaciés szintje. Az egyes mintdk (DCM-as és donor)
foszforilacidos szintjét (7A. abra betét) indirekt modszerrel hataroztuk meg. cTnl
foszforilacids 4llapotra nem érzékeny primer antitesttel (clone 16A11) végzett Western
immunoblot alapjan a homogenizdtumok Osszes cTnl tartalma hasonlé volt mind az 5
kiilonb6z6 szivbol szarmazod minta esetén. Azonban a defoszforilalt cTnl (Ser-22/Ser-23)-
specifikus primer antitesttel (clone 22B11) végzett Western immunoblot Iényegesen
intenzivebb jelet adott a dilatalt cardiomyopathids szivmintak (F1 és F2), mint a donor (D1,
D2 ¢s D3) mintak esetén. A DCM-as illetve a donor szivmintadk cTnl molekulainak
foszforilacids szintje az eredmények denzitometrids értékelése alapjan 377 % ¢és
62,5 £ 2 %-nak adoédott (7A. dbra). A c¢Tnl foszforilacios szintben mutatkozo szignifikans
kiilonbség ellenére (P<0,05) nem taldltunk 1ényeges kiilonbséget a donor és dilatalt szivek p-

calpain medialt cTnl degradaciojaban (7B. abra).
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7. abra. A cTnl foszforilacios szintje és u-calpain-medialt proteolizise kiozti dsszefiiggés. Az A panelen a
donor (DI, D2 és D3) és a beteg (DCM) szivek (F1 és F2) homogenizatumaiban (Ca’*-mentes mintdk) cTnl
foszforilacios allapottol fiiggetlen (anti-human cTnl, clone 16A411) és defoszforilacio-specifikus (anti-human
cTnl, 22B11 antitetek segitségével kapott Western immunoblot lathato (inzert). Az Osszes és a defoszforilalt
cTnl molekulak mennyiségének denzitometrids értékelése lathato az oszlopdiagramon (n=3, atlag+S.E.M.).
inkubdciot kévetéen a B panel hasonlitja Ossze. A degradacio valtozasat az idében (0,5, 15, 30, 60 és 120
perc) egymas mellett abrazoltuk. Az anti-cTnl clone 16411 primer antitest szamos cTnl degradadcios termék
detektalasara alkalmas.
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5. A p-calpain proteolitikus hatdasa bal kamrai sz6vethomogenizatumon
A p-calpain humédn myofibrillaris fehérjéket érintd altalanos proteolitikus hatasairél kamrai
homogenizatumokon végzett emésztéssel tajékozodtunk. Az eredményt eziistfestett gradiens

SDS-poliakrilamid gélen tiintettiik fel (8. abra).

st A B C D
et . e ) — titin

a~fodrin
200kDa- “

-y ?
116 kDa - b L [
07 kDa - '; a~aktinin
66 kDa - dezmin

cTnT
42 kDa - s

8. abra. Humdn bal kamrai homogenizitum fehérje mintazatiban p-calpain hatdsdira bekivetkezd
viltozdsok. Az eziistfestett gradiens (6-18 %) SDS poliakrilamid gélen elvalasztott fehérjék 0,5 perces Ca’"-
és p-calpain-mentes (A sdv, kontroll); 120 perces 5 U pcalpain és Ca’* jelenlétében (B sdv); 120 perces
Ca’*- és p-calpain-mentes (C sdv); valamint 120 perces 5 U p-calpain, Ca’* és 0,3 mM Calpain Inhibitor I
jelenléteben (D sdv) végzett kezelések eredményeit mutatia. A B sdv proteolizis hatasdra intenzitds-
csokkenésen datesett fehérjecsikjainak pozicioit a jobb oldali vonalak mutatjak. A lebomlott molekulak pozicioi
molekulatomeg alapjan megfelelhetnek néhany jelentés mennyiségben expresszalodo szivizomfehérjének (jobb
oldal). A molekulasuly standardok a bal oldalon lathatok. Az 6t kiilonbozé szivmintan harom fiiggetlen
emésztés esetéen hasonlo eredményeket kaptunk.
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A példaként valasztott homogenizatum Ca®"-mentes kontroll fehérjemintazatat (A oszlop)
Osszehasonlitva a 120 percig 5U p-calpain jelenlétében inkubalt homogenizatum
fehérjemintazataval (B oszlop), 12 kiilonbozd fehérje pozicioban jelentds intenzités-
csOkkenést észleltiink. A fehérjecsikok intenzitasanak csdkkenése (akar teljes eltiinése) vagy
el6zdleg nem detektalhatd, p-calpain hatasra megjelend uj fehérjecsikok a fehérje degradacio
jelenségére utaltak. Némely eltérés olyan molekulatomeg tartoméanyban jelentkezett, mely
hasonl6 a kordbbi adatok alapjan a myocardium postischaemids karosodasdban feltehetéen
szerepet jatszo myofibrillaris fehérjék molekulatomegéhez. Amikor az inkubacié eldtti Ca®'-
mentes kontroll minta (A oszlop) fehérjemintazatat a 120 perces Ca’" és p-calpain-mentes
inkubacidval (C oszlop), illetve 0,3 U Calpain Inhibitor I és 5 U p-calpain jelenlétében (D
oszlop) kapott eredményekkel hasonitottuk dssze, nem taldltunk kiilonbségeket. Ez arra utal,
hogy Ca*"-mentes kdzegben illetve Calpain Inhibitor I jelenlétében nincs p-calpain medialt
fehérje-degradacio, valamint arra, hogy a Ca®" jelenlétében talalt fehérje bomlas ebben a

rendszerben a p-calpain aktivitdsanak tulajdonithato.

6. Kicsi és nagy p-calpain aktivitas hatasasra bekovetkezo proteolitikus valtozdsok a
myofibrillaris fehérjék szerkezetében

Korabbi kisérletes eredmények (Westfall és Solaro, 1992; Di Lisa és mtsai, 1995; Kim ¢és
mtsai, 1995; Yoshida és mtsai, 1995; Matsumura és mtsai, 1996; Gao és mtsai, 1997; Van
Eyk és mtsai, 1998; McDonough és mtsai, 1999; Murphy ¢s mtsai, 2000; Papp és mtsai,
2000) és a lebomlott fehérjék molekulatomegének 0sszevetése arra inspiralt benniinket, hogy
részletesebben megvizsgaljuk, a p-calpain medialt proteolizis valoban a titin, a-fodrin, o-
Western immunoblot vagy eziistfestett SDS-poliakrilamid gél analizissel (9. dbra) p-calpain-
érzékenységiik Osszehasonlitasa végett tovabb vizsgaltuk. Az 1 U illetve 5 U p-calpain
aktivitdas mellett végzett emésztés eredményeit 0,5, 15, 30, 60 és 120 perc inkubaciot
kovetden értékeltiik. A nagy (5 U) p-calpain aktivitas mellett végzett inkubacidé eredménye
azt mutatta, hogy az 0sszes altalunk vizsgalt fehérjét képes hasitani a p-calpain.

A titin degradaciojat eziisttel festett SDS géleken tettiik lathatova. Az intakt titin két
izoformdjat (N2B=3000 kDa és N2BA~=3300 kDa) (Neagoe ¢és mtsai, 2002) a géleken kiilon
megjeldltik és Western immunoblottal azonositottuk. A p-calpain ennek az Orias
strukturfehérjének mindkét izoformajat hasitotta és a kb. 3000 kDa - 1700 kDa

molekulatomeg kozti tartomanyban aktivitastol fiiggéen legalabb 7 degradacids termék
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megjelenését eredményezte. Mindkét nativ izoforma 1 U p-calpain hatdsara mar az inkubacio
elsd 15 percében teljesen elhasadt. A nagyobb p-calpain aktivitas (5 U) tovabb fokozta a titin
degradaciot és szdmos degradacios terméket eredményezett. Osszességében, a titin nagyon
érzékenynek bizonyult a proteolizis soran.

Az a-fodrin struktarfehérje szintén jelentds p-calpain-érzékenységet mutatott. A
Western immunoblot assay-ken az intakt a-fodrin molekula (=284 kDa) kisebb p-calpain
aktivitas (1 U) mellett gyorsan elhasadt. S6t, elsé degradacids terméke (=164 kDa, Dpl) mar
az inkubécio kezdetén megjelent, és a titinhez hasonldan 15 perc inkubacid utan a nativ
molekula is eltlint. 5 U p-calpain jelenlétében egy masodik hasitasi termék is megjelent (kb.
30 kDa (Dp2) magassagaban).
jelentésen karositotta. Azonban az intakt molekula eltiinése lassabban kdvetkezett be, mint
azt a titin vagy az a-fodrin esetében lattuk. Habar szdmos dezmin degradaciés termék (=54,
52, 45, 44, 41, 39 és 37 kDa) az inkubacié kezdetén gyorsan feltiint, kisebb (1 U) p-calpain
aktivitas esetén az intakt fehérje még 120 perces inkubaciot kdvetden is detektalhatd maradt.
A nagyobb p-calpain aktivitads (5 U), ellenben az intakt molekuldk mennyiségének dramai
csokkenéséhez vezetett €s gyorsan elimindlta az intermedier degradacios termékeket, tovabbi
lebomlasi 1épésekre utalva.

A c¢TnT (=44 kDa) szintén kozepes 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 aktivitas (5 U)
esetén viszont a degradacids termék nagyobb mennyiségben volt jelen és a nativ cTnT
molekula gyorsan eltiint.

Hasonl6 kisérletes koriilmények kozott a cTnl (31 kDa) egyértelmiien észrevehetd, de
kevésbé intenziv degradacion ment keresztiil az eddig emlitett fehérjékhez képest. Habar
szdmos cTnl-immunspecifikus degradacios termék (=28, 27, 26, 23, 19, 18, 16 és 13 kDa)
jelent meg a p-calpainnal végzett inkubacid soran, a 120 perces inkubdacios periddus végére
még a nagyobb enzim aktivitas (5 U) sem eredményezte a nativ molekula teljes eltlinését.

Az o-aktinin (=115 kDa) bizonyult a legkevésbé érzékenynek a p-calpain-indukalt
emésztések sordn. 1 U enzimaktivitds mellett nem volt jelentds fehérjedegradacio, viszont az
5U p-calpain jelenlétében wjonnan megjelend fehéjecsik par (=116 kDa ¢és =112 kDa)

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

mintdzataban (&bra nincs feltiintetve).
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9. abra. A human myofibrillaris y-calpain-medidlt proteolizisének mértéke és kinetikdja. A mintakat 0,5, 15,
30, 60 illetve 120 percig inkubdltuk 1 U (A panel) illetve 5 U u-calpain (B panel) jelenlétében, a
fehérjedegradaciot Western immunoblot abrak (az adott kisérletben vizsgalt fehérjék a jobb oldalon lathatoak)
vagy eziisttel megfestett SDS poliakrilamid gélek (a titin esetében) mutatiak. A proteolizisre a nativ fehérjék
mennyisegének csokkenése és alacsonyabb molekulatomegii degradacios termékeik (Dp) megjelenése utal. Az
intakt titin izoformdit (N2BA és N2B) Western immunoblot segitségével verifikaltuk (A panel bal oldalt). A
kisérlet 6t kiilonbozo szivmintan veégzett harom fiiggetlen emésztésével tortént. Az abran egy-egy reprezentativ
eredmény lathato.
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7. Endogén Ca’*-fiigad proteolitikus aktivitds a szivizom mintdkban

A kovetkezékben 6sszehasonlitottuk a homogenizatumok endogén Ca® -fliggd proteolitikus
aktivitasanak eredményét az in vitro p-calpain-indukalt proteolizissel (10. abra). Az endogén
proteolitikus aktivitist gy vizsgaltuk, hogy a homogenizatumokat Ca®" jelenlétében, de

kiviilrél hozzaadott pi-calpain nélkiil inkubaltuk 120 percig.
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10. dbra. Endogén Ca**-fiiggd proteolitikus aktivitds titinre, o-fodrinra, dezminre, cTnT-re, cTnl-ra és
a-aktininra kifejtett hatdsa (feliilrdl lefelé). Western immunoblot eredmények lathatok (a titint kivéve):
Ca’*-mentes kozegben (A oszlop, kontroll); Ca’" jelenlétében de kiviilrél hozzdadott y-calpain nélkiil 0,5
illetve 120 perc (B és C oszlop) inkubdcié utan; valamint Ca’* és 5 U u-calpain egyidejii jelenléte mellett
végzett 0,5 perces (cTnT and dezmin), 15 perces (titin, a-fodrin és a-aktinin) illetve 30 perces (cTnl) (D
oszlop) inkubdaciot kovetien.
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A Western immunoblotok eredményei azt mutattdk, hogy a titin, a-fodrin, dezmin, cTnl és
c¢TnT kiviilrél hozzéadott p-calpain nélkiil is részleges proteolizisen ment keresztiil (10. dbra,
C oszlop): erre utalt a nagyobbik titin izoforma eltiinése, az a-fodrin egyik, valamint a
dezmin és a cTnl szamos immunreaktiv degradacids termékének detektdlhatdsaga, és az
intakt cTnT jelintenzitds-csokkenése. Az a-aktinin esetében nem figyeltiink meg spontan
degradéciot. A kiilonbozd fehérjéknél észlelt autodegradacié mértéke altaldban az intakt
molekuldk kevesebb, mint 5 %-t jelentette (a titint kivéve). Az elobb emitett autoproteolitikus
fragmentumok molekulatomegeit Osszehasonlitva a p-calpain-medialt degradacié soran
keletkezd hasitasi termékek molekulatomegével (5. abra, C és D oszlop) megfigyeltiik, hogy
bizonyos o-fodrin, dezmin és cTnl fragmentumok molekulatomege a két esetben
hozzéavetSlegesen megegyezik. Ez felveti, hogy az endogén Ca”*-fiiggd proteolitikus aktivitas

a calpainoknak tulajdonithato.
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Megbeszélés

Kisérleteink soran egy intracellularis Ca*"-fiigg protedz, a p-calpain potencialis szerepét az

fHCM és a human myocardialis stunning kialakulasaban vizsgaltuk.

1. A calpainok és az fHCM cTnl-asszocialt formai

Az izomszovet allomanyéanak hypertrophias atépiilése a sejteket alkotd fehérjék turnoverében
bekovetkezd egyensulyzavar kovetkezménye. Az izomfehérjék bomlasat korabban
Osszefiiggésbe hoztdk a calpainok mikodésével (Goll és mtsai, 1992). Ezért meriilt fel, hogy
a calpain altal bekdvetkezd cTnl bomlas sebessége €s a ¢Tnl mutaciok talajan kialakulo
fHCM kozott kapcsolat all fenn. A troponin komplex képzddés és a PKA-medialt
foszforilacié mutans cTnl-proteolizisre gyakorolt potencialis hatasait szintén vizsgaltuk.

Jelenleg nem tudjuk, hogy a cTnl muticidi, amelyek egyarant érinthetik annak C-
termindlisat (G203S és K206Q), valamint a centrélis inhibitorikus domént (R145G), miként
jérulnak hozza az fHCM kialakuldsdhoz. A G203S mutacid elsésorban a szivcsicson
jelentkezd hypertrophiat alakitja ki. Ezzel szemben a K206Q és R145G mutaciok
kovetkeztében a gyakrabban eldforduld ¢és a kamrai septumot megvastagitdé hypertrophia
jelenkezik. Erdekes, hogy a cTnl elsé p-calpain-hasitasi termékét (cTnlj.jo3) expresszald
egértorzsekben szintén szivmegnagyobbodas jott 1étre (Murphy és mtsai, 2000). A szdvettani
¢s biokémiai markerek vonatkozéasaban ez a traszgenikus egérmodell azonban nem felelt meg
az R145G mutaciét hordozd (R146G az egér szekvenciajaban) hypertrophias
cardiomyopathidnak (James €és mtsai, 2000). Mindezek alapjan feltehetéen a cTnlj.j93 nem
jatszik szerepet az fHCM kialakulasadban. Altrenativaként felmertilt az is, hogy a mutans ¢Tnl
fehérjék csokkent bomlési sebessége esetleg magyarazatul szolgalhat az izomtomeg fHCM-
hez tarsuld novekedéséhez. Jelen tanulméany eredményei azonban azt mutatjak, hogy egyetlen
altalunk vizsgalt cTnl mutédci6 sem csokkentette a p-calpain altal megvaldsitott proteolizist in
vitro.

Korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban (Di Lisa és mtsai, 1995) a p-calpain-medialt
proteolizis kevésbé volt intenziv akkor, amikor a cTnl a troponin komplex részeként volt
jelen. Ennek hatterében Osszetett konformacids valtozas €s a hasitasi hely felismerésének
megvaltozasa allhat, nem egyszeriien a cTnl kdnnyebb vagy nehezebb hozzaférhetdsége.

Az intracellularis PKA hatésara bekdvetkezhet a ¢Tnl N-terminalis véghez kozeli két

Ser oldallancénak (Ser-22 and Ser-23) foszforilacioja. A kdvetkezményes cTnl konfromacio-
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valtozas (Reiffert és mtsai, 1998) és az ergeneralas Ca®'-érzékenységének megvaltozasa
(Reiffert és mtsai, 1999) a szimpatikus aktivacié soran fokozott relaxaciohoz vezet. Ezzel
szemben a legtdbb fHCM-ben azonositott ¢Tnl muticié ndveli az erbgeneralas Ca’'-
érzékenységét, igy ellentétes hatassal van a relaxaciora (James és mtsai, 2000; Takahashi-
Yanaga ¢és mtsai, 2001; Lang és mtsai, 2002). Korabbi adatok (Deng és mtsai, 2001) és sajat
kisérleteink egyarant arra utalnak, hogy a cTnl mutansok foszforilacio-fliggd regulacioja
megtartott fHCM sordn. Habar a c¢Tnl muticid és a cTnl foszforilaci6 myofibrillaris
mechanikara kifejtett kombinalt hatdsa nem teljesen ismert, az a nézet van elterjedében, hogy
az fHCM kialakuldsa soran (Solaro 1999; James és mtsai, 2000; Takahashi-Yanaga és mtsai,
2001; Lang és mtsai, 2002). Patkany szivizom preparatumokon végzett korabbi tanulméanyok
(McDonough és mtsai, 1999; Di Lisa és mtsai, 1995) azt sugalltdk, hogy a WT cTnl
foszforilaciéo védelmet nyljt a p-calpain-medialt proteolizissel szemben. Sajat méréseinkben
a cTnl PKA-medialt biszfoszforilacioja szintén hatékony védelmet biztositott a p-calpain-
medialt proteolizissel szemben, a WT és a mutans cTnl molekuldkndl egyarant. Emellett a
cTnl vizsgalt mutacioi (R145G, G203S és K206Q) nem voltak hatdssal a foszforilacio-
medialt védelemre a troponin komplexben levo ¢Tnl molekuldk esetén sem.

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

nem ad elfogadhaté magyarazatot az fHCM kialakulasara.

2. A PKA-medialt foszforilacio hatisa a myocardialis homogenizatumban levé cTnl
A kisérleteinkhez hasznalt human szivmintdk cTnl molekuldinak foszforilacios szintje
Osszevethetd volt a korabbi vizsgalatokban kapott eredményekkel (Bodor és mtsai, 1997; van
der Velden ¢és mtsai, 2003): a remodellalt, beteg szivmintak alacsonyabb cTnl foszforilacios
szinttel rendelkeztek a donor mintdkhoz képest. A cTnl molekuldk p-calpain-
érzékenységében azonban az eltérd foszforilacids szintek ellenére sem volt szignifikdns
kiilonbség. Erre az ellentmondasra magyardzatul szolgéalhat, hogy a cTnl foszforilacios
szintjének meghatarozasara altalunk hasznalt médszer nem tett kiilonbséget a mono- és a
biszfoszforilalt c¢Tnl molekulak kozott. Igy a monofoszforilalt cTnl mennyisége
szignifikansan magasabb lehetett a donor szivekben mint a dilatalt szivekben, a
biszfoszforilalt c¢Tnl mennyisége ugyanakkor hasonld is lehetett. A calpain-medialt

proteolizissel szemben védelmet viszont csak a biszfoszforilacié jelent (Van Eyk és mtsai,
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1998, McDonough ¢s mtsai, 1999). A cTnl-hoz hasonldan, Iényeges 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 postischaemias myofibrillaris protein degradacio

feltehetden hasonldan torténik az egészséges és a remodellalt dilatalt myocardiumban.

3. A stunning pathomechanizmusanak dilemmdi

Az ischaemids/reperfuzios anyagcserezavar soran szdmos sejtszintli korfolyamat aktivalodik
a myocardiumban, melyek a sziv globalis pumpafunkcidjat rovidebb-hosszabb tavon
veszélyeztetik (Bolli és Marban, 1999). Ezek kozé tartoznak az intracellularis Ca®'-
taltoltottség kovetkeztében kialakuld fehérje-degradacios folyamatok is. A myocardiélis
stunning megsziinéséhez sziikséges 1d0 (oradk, napok) jol korrelal a kontraktilis fehérjék
turnoverének idejével, mely fehérjekarosodasok esetén a citoplazmaban levé molekulak
cser¢jével (Adamcova és Pelouch, 1999) és az 0j molekuldk szintetizalasaval kapcsolatos
(Marban ¢és Koretsune, 1990; Gao és mtsai, 1997). Ez amellett szo6l, hogy a fehérjedegradacio
valoban szerepet kap a pathomechanizmusban. Részben in vivo és in vitro vizsgélatokra
tamaszkodva feltételezik, hogy a fehérje-degradacios folyamatokért a p-calpain-medialt
enzimatikus hatas tehetd felel0ssé. Ezek kozott szerepelnek azok a megfigyelések is, hogy -
calpainnal a kabult myocardium kontraktilis valtozasai eléidézhetok ugyanakkor calpain
inhibitor egyidejli adasaval kivédhetdk (Gao és mtsai, 1996), tovabba, hogy a p-calpain
szamos intracellularis myofibrillaris fehérje bontasara képes (Goll és mtsai, 1991; Gao és
mtsai, 1997; Papp és mtsai, 2000). A p-calpain aktivalodasanak feltételeirdl szinte csak in
vitro adatokkal rendelkeziink. Innen tudjuk, hogy a Ca*" koncentracié pM tartomanyba valé
emelkedése sziikséges az enzim aktivalédasdhoz. Vitatott azonban, hogy ez az intracellularis
Ca" koncentracio Gsszeegyeztethet-e még a sejtek életképességével. Ugy timik, hogy a p-
calpain aktivalodasa lokalizaltan, 1-10 pM-os Ca®" ,spike”-ok teriiletén létrejohet. S6t, a
foszfolipidek, melyek a Ca**-hoz hasonléan nélkiilozhetetlenek az enzim aktivalodasahoz, in
vivo képesek jelentésen névelni az enzim Ca’ -érzékenységét. Kiilsnosen igaz ez a
polifoszfoinozitolokra, amelyek a p-calpain aktivalodasat szignifikdnsan alacsonyabb, akar
100 nmol/l Ca** koncentracio mellett is lehetdvé teszik (Saido és mtsai, 1992).

kozlésre (Kusuoka és mtsai, 1987; Di Lisa és mtsai, 1995; Gao és mtsai, 1997; Van Eyk és
mtsai, 1998; McDonough ¢és mtsai, 1999), de egyre né a myocardium egyéb intracellularis

fehérjéit érinté degradaciorol beszamolo kozlemények szama is (Westfall és Solaro, 1992; Di
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Lisa és mtsai, 1995; Kim és mtsai, 1995; Yoshida és mtsai, 1995; Matsumura ¢és mtsai, 1996;
Van Eyk és mtsai, 1998; Papp és mtsai, 2000). Ezen fehérjék bomldsanak vizsgélatara
hasznalt allatkisérletes modellek azonban gyakran ellentmondd eredményekre vezettek. A
kisérleteket kiilonb6z6 allatfajokon végezték, és nincs kizarva, hogy a stunning
pathomechanizmusa éllatfajtol fiiggden eltérd, valamint az egyes allatfajok myocardiuma
kiilonbozhet protedz és transzglutaminaz tartalom és aktivitas szempontjabol is. A helyzetet
tovabb bonyolitja, hogy az in vitro/in vivo modellekben eltérd ischaemias és reperfuzios
id6tartamot, globalis és parcidlis ischaemiat alkalmaztak, valamint a legtobb esetben nem
gy6zOddtek meg arrdl, hogy a kisérlet sordn a myocardium valdban teljesen viabilis,
kiilonbozé  allatkisérletes eredmények tehat nehezen Osszevethetok. A  human
myocardiumban stunning soran zajlo proteolitikus folyamatokrdl viszont alig vannak
molekularis ismereteink (Murphy és mtsai, 2000). Az ischaemias szivbetegségben szenvedod,
de még jo bal kamra funkcioval rendelkezé betegek egy része az ischaemias/reperflizios
zavart meglepden jol toleralhatjak. Ennek tobb oka lehet. A krénikus lefolyast ischaemids
szivbetegség sordn sokuknal mar tobb alkalommal lezajlott rovid perfuzios zavar, ami elvileg
»prekondicionalhatta” az érintett myocardiumot a kovetkezd ischaemids epizdddal szemben.
A betegek tobbsége rendszeresen anti-ischaemias gyogyszert szed, €s az alapbetegségbdl
adodoan mar jol mikodd kollateralis haldzattal rendelkeznek. Sokakndl jelen van egy un.
,flow-limiting stenosis” is, ami lassabb reperfuziot tesz csak lehetdvé, ezaltal lassabb a Ca”*-
tultoltodés és a szabadgyok-generalddas, igy enyhébb a reperfuzids karosodas is (Duncker és
mtsai, 1998). Mindezek ellenére a klinikai kép szadmtalanszor okoz komoly kihivast az orvosi
gyakorlatban, pl. instabil angina, acut myocardialis infarctus (AMI) korai reperfuzidja,
percutan  transluminaris coronaria  angioplastica (PTCA), nyitott szivmiitétek,
szivtranszplantacié vagy a szivizom terheléses vizsgalatai sordn (Bolli 1992). Tovabbi
komplikél6 tényezd, hogy a stunning legtobbszor nem ,.tiszta” formaban jelentkezik, hanem
myocardium necrosissal, azaz infarktussal kevert formaban. Miutan Ca®’-antagonistak
adasaval javulast tudtak elérni a human myocardialis stunning klinikai képében is (Sheiban és
mtsai, 1995; Rinaldi és mtsai, 1998), feltételezhetd, hogy a Ca’**-nak kulcsszerepe lehet a
folyamatban. Az is valoszinii, hogy a myofilamentumok Ca’’-mal szemben mutatott
deszenzitizaciojaval allunk szemben, mert pozitiv inotrop és Ca* -érzékenyitd szerekkel
végzett kezelésekre javuldst mutat a kontraktilis funkcid (Kloner és Jennings, 2001).
Mindezek mellett a Ca®"-okozta karosodas hatdsmechanizmusa a human myocardiumban

nem tisztazott. Az allatmodellekben a calpain-medidlt proteolizis minden bizonnyal szerepet
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kap, azonban az emberi sziv esetében a proteolizis altal érintett fehérjék identitdsa is
tisztazatlan (Papp és mtsai, 2001). Etikai korlatok miatt természetesen csak in vitro kisérletek

elvégzésére van lehetdség.

4. A p-calpain human myocardialis célfehérjéi

Eziistfestéses modszerrel szamos mennyiségi €s mindségi valtozast sikeriilt kimutatni p-
calpain hatdsara a szivizom fehérjemintazataban (8. dbra). Ezek koziil 6 fehérjét
tanulmanyoztuk (titin, a-fodrin, dezmin, cTnT, ¢Tnl €és a-aktinin). Miutdn ezen fehérjékhez
fontos regulatorikus vagy strukturdlis 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) izoforméajat a
szivmintdkon egyardnt sikeriilt kimutatni. p-calpain hatdsdra azonban ez a mintazat gyorsan
megvaltozott. Azt tapasztaltuk, hogy a titin kiilondsen p-calpain-érzékeny fehérje. Szamos
degradécios terméket is sikeriilt kimutatni. Néhol a degradacio jelentéktelennek tiinhet, mert
a dagradécios termékek gélbeli lokalizacid szerint alig kiilonboznek a nativ molekulatol.
Azonban nem szabad elfelejteniink, hogy ebben a molekulatartomanyban (<3000 kDa) 0,5-
I mm tavolsag a gélen tobb szaz kDa molekulatomeg kiilonbséget jelent, ami
kovetkezményes funkcionalis eltérésekkel jarhat. Morano és mtsai (1994) szivelégtelenségbdl
szarmazd mintdkon a titin egy moddosult variansat detektaltdk, amit ,,fast migrating titin”
néven kiilonboztettek meg. Hein és mtsai (2000) pedig szintén szivelégtelenségbdl szarmazo
mintdkon spontdn titin-degradaciét mutattak ki. FErdekes tovabba, hogy egyesek
szivelégtelenségben a titin mennyiségének a csokkenését figyelték meg (Morano és mtsai,
1994). Mi nem tapasztaltunk ilyen eltéréseket a beteg sziveken. Ez azzal lehet magyarazhato,
hogy a kisérleteinkhez hasznalt beteg szivmintak (NYHA III-IV.) morfoldgiailag még nem
mutattak olyan eldrehaladott szivelégtelenségre utald eltéréseket, amit az altalunk hasznalt
diagnosztikus modszerekkel detektdlni tudtunk volna. Helmes és mtsai (1996) taldltak
degradacids 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 részletes
vizsgalatat. Negativ eredményeink ellenére tehat nem zarhat6 ki, hogy a titinnnek valoban

van degradécios terméke az emlitett pozicidban.
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A fodrin szivizomban expresszalodo o és P alegységei koziil az a rendelkezik nagy
calpain-érzékenységgel, ennek bomlasa Ca*"-fliggd calmodulin-independens folyamat. Az
alegység hasitasat kovetden calmodulin jelenlétében a [ alegység is karosodhat, igy tetramer-
formalasra és fehérjekotésre inkompetens molekuldk keletkeznek (Harris és Morrow, 1990).
Az a-fodrin p-calpain-indukalt proteolizise soran a rendkiviil gyors degradacié miatt, szinte
csak a degradacios termékek tanulmanyozésara volt lehetségiink. Az altalunk tapasztalt
intenziv bomlas nem egyediilallo megfigyelés. Yoshida és mtsai (1995) mar korabban azt
tapasztaltdk, hogy a fodrin sokkal gyorsabban bomlik az ishaemia/reperfizié soran, mint
barmely mas citoszkeletalis fehérje. Az altalunk hasznalt antitest segitségével két degradacios
terméket sikeriilt felismerni. Ez 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a p-calpain
két helyen képes az a-fodrint hasitani (Nath és mtsai, 1996).

A dezmin karosodésa is a komplex szarkomer struktira megbomlédsahoz vezethet. Egy
korabbi tanulméanyban (Papp és mtsai, 2000) Osszefiiggést feltételeztek a p-calpain-indukalt
dezmin degradacio, a szarkomer mintizat és a csokkent Ca®'-aktivalt eré kozott
permeabilizalt patkdny szivizomsejteken. A dezmin human modelliinkben is kitlind p-calpain
szubsztratnak bizonyult, a korabbi dallatkisérletes adatokkal 0Osszevetheté degradacios
intenzitast és bomlastermékeket észleltiink in vitro. A p-calpain hatasara bekovetkezd dezmin
bontas dozis- és ido-fiiggd jellegzetességeket mutatott, hasonldan a korabban megallapitott in
vitro Tnl és TnT bomldsokhoz (Di Lisa és mtsai, 1995). A dezmin bomlastermékek
molekulaméret szerinti mintazata sszevethetd volt a kordbban patkany szivizommintdkon
kapottakkal (Papp és mtsai, 2000). Ebbdl arra kovetkeztethetliink, hogy a dezmin fehérje
szekvenciajaban 1év0 inter-species kiilonbségek a patkany és az ember Osszehasonlitisa
kapcsan sem eredményez messzemend kiilonbségeket a p-calpain hasitdsi helyeiben.

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

A cTnl calpain-medialt degradaciojardl szémos irodalmi adattal rendelkeziink.
Postischaemidas patkany szivizomban a cTnl proteolitikus hasitdsa legalabb 3 1épésben zajlik
(McDonough ¢és mtsai, 1999). A kisérleteink sordn kapott cTnl degradacios termékek
molekulatdomeg szempontjabodl részben atfedtek az egyéb kisérletes modellekben észleltekkel
(ischaemias/reperfuzids patkany szivek és human bal kamrai szivizmok (Gao és mtsai, 1997,

McDonough és mtsai, 1999 és 2001; Murphy és mtsai, 2000)). Az altalunk hasznalt egyik

42



cTnl elleni antitest (clone 16A11) tobb mint 3, nevezetesen 8 degradacids c¢Tnl terméket
azonositott hasonld molekulatomeg tartomanyban. Ugyanezzel az antitesttel Katrukha és
mtsai human nekrotikus szivizomszovetben (37 °C) 7 kiilonb6z6é cTnl degradacios terméket
tudtak megkiilonboztetni (Katrukha és mtsai, 1998). igy elképzelhetd, hogy a human cTnl
molekulakat a p-calpain tobb helyen hasitotta, mint azt postischemids patkany sziveknél
tapasztaltdk. Ez magyardzhatja a bypass miitétre keriilt szivekbdl epicardialis biopsziaval
nyert mintdk cTnl degradécios termékeinek nagy szamat McDonough és mtsai kisérleteiben
is (2001). A nagyszamu degradacids termékek tovabbi lehetséges magyarazata, hogy a cTnl
fragmentek kovalens komplexeket képezhetnek egyéb myocardial fehérjékkel (McDonough
¢s mtsai, 1999), 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. Tovabbd nem szabad elfelejtentink
azt a tényt sem, hogy az eredményeket nagymértékben befolyasolja a kisérlethez hasznalt
antitest mindsége is, mert az antitestek kiilonbdznek specificitasban, szenzitivitasban, és
eltérd affinitassal kotddnek a nativ molekulahoz és a degradécios termékhez (Foster és Van
Eyk, 1999). Azok az antitestek képesek tobb degradacids termék feltiintetésére, amelyek az
antigén u.n. stabil epitopjahoz kotddnek. A cTnl esetében a stabil epitdp helyek a molekula
30-110 aminosavszekvencidjanak megfelelden talalhatok. Ezt azzal magyarazzak, hogy a
molekulanak ez a szekvencidja kapcsolatban all a cTnC-vel, ezéltal viszonylagos védettséget
¢lvez. Az altalunk hasznalt clone 16A11-es anti-cTnl antitest epitopja is a ¢Tnl ezen stabil
Ellenben a clone C5 antitest (melynek az epitopja ugyan nem ismert, de feltételezések szerint
nem az emlitett stabil szakaszra lokalizalodik) csak 1 degradacios termék feltiintetésére volt
képes. Tovabbi érdekes megfigyelés volt, hogy cTnl ardnylag alacsony p-calpain-
érzékenységgel rendelkezett a titinhez, a-fodrinhoz, dezminhez és c¢TnT-hez viszonyitva.
Felvetddott, hogy a c¢Tnl viszonylag alacsony proteolitikus érzékenységt a cTnl molekuldk
igen magas foszforilacios szintje magyardzza. Ezt a lehetdséget azonban a szivmintdk cTnl
foszforilaltsagi szintjének meghatarozasara végzett vizsgélataink alapjan kizarhattuk.

Korabbi allatkisérletekben az a-aktinin nagy mértékli elvesztését talaltak
postischemids sziveken (Matsumura és mtsai, 1996; Van Eyk ¢és mtsai, 1998), igy
valamelyest meglepd, hogy kisérleteink soran az dsszes vizsgalt fehérje kozott a human o-
aktinin volt a legkevésbé érzékeny a p-calpain proteolizis soran. Erre magyarazatot

szolgaltathat az a megfigyelés, hogy a p-calpain az o-aktinin Z-csikokbdl valo6 kiszabadulasat
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okozza (anélkiil, hogy bontana azt) mas kapcsold6do fehérjék modositasa révén (Goll és mtsai,
1991). igy a Z-csik o-aktinin elvesztése nem feltétleniil jelenti a molekula degradaciojat,
hanem inkabb annak kiszabadulasat egy fellazult myofibrillaris struktirabol.

A 8. 4bra az el6zdekben nem targyalt (kérddjelekkel megjeldlt) p-calpain-érzékeny
fehérjecsikjait nem tudtuk egyértelmiien azonositani, a fehérjék esetleges komigracioja
ezlistfestéses modszernél kiilondsen megneheziti ezt a feladatot. Molekulatomegébdl itélve a
legfelsd koziiliik talan a C protein, de immunologiai verifikalasra nem volt lehetdségiink.

Osszefoglalva, a stunned myocardium kialakuldsdban tehat szamos strukturdlis és
regulatorikus funkcioval biré fehérje karosodéasa valoszintisithetd, de ugy tlinik, hogy nem
minden p-calpain-szenzitiv szubsztrat hasad el egy adott inzultus kapcsan. Hogy mely
fehérjék lesznek érintettek, az nagy méretékben fligg attél, hogy milyen szignalt kapott a sejt,
milyen a calpainok ¢és a calpain szubsztratok egymashoz viszonyitott lokalizacioja és
feltehetden egyéb tényezoktdl (Papp és mtsai, 2001; Goll és mtsai, 2003). Ez magyarazattal
szolgalhat az irodalmi adatok nagyfoku divergenciajara. Azt is szem el6tt kell tartanunk,
hogy a funkcid-romlasdhoz nem sziikséges feltétleniil nagymérvii protein degradacio. A

finom fehérje-valtozasokat pedig sokszor nehéz pontosan azonositani.

5. Endogén Ca’ -fiiggd proteolitikus aktivitds a homogenizdtumokban

Figyelemre méltd volt, hogy a szivizom homogenizatumok kiviilr6l hozzaadott p-calpain
nélkiil is mutattak ,spontan” fehérje degradaciot, mely csak a Ca’-ot tartalmazé
reakciokozegben, calpain inhibitor hidnyaban volt megfigyelhetd. Az endogén proteolitikus
aktivitds okozta valtozdsok a degradacids termékek molekulatomege alapjan hasonlésagot
mutattak az in vitro exogén p-calpain-indukalt inkubaciok soran kapott eredményekkel. Ezek
a hasonlosagok felvetik annak a lehetdségét, hogy a human myocardium képes szabalyozni a
myofibrillaris fehérjéinek szintjét sajat endogén calpainjai révén is. Ebbdl adéddan 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 valészinii, hogy egyetlen fehérjére példaul a cTnl-re korlatozodik,
hanem inkabb a posttranszlacios modositasok egyik {6 titvonalat reprezentalja érintve szamos

fehérje szerkezetét és mitkodését (Croall és DeMartino, 1991; Goll és mtsai, 2003).
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Osszefoglalas

Kisérleteink soran egy intracellularis Ca**-fiiggé protedz, a p-calpain familiaris hypertrophias
cardiomyopathiaban és a myocardialis stunning kialakuldsdban betdltott potencialis szerepét
vizsgaltuk.

Rekombindns humdn vad tipust és mutans cTnl (G203S, K206Q, R145G) illetve
human bal kamrai homogenizatumok regulatorikus (cTnl, cTnT) ¢és strukturdlis (titin, o-
fodrin, a-aktinin, dezmin) myofibrillaris fehérjéinek p-calpain érzékenységi vizsgalata

alapjan a kovetkezé megallapitasokat tehetjiik:

1. A vad tipust és az fHCM-asszocidlt mutdns cTnl molekuldk in vitro koriilmények
kozott hasonloan bomlottak p-calpain hatdséara, igy nem valdszinii, hogy a p-calpain-
medialt cTnl proteolizis valtozdsa felelés az fHCM cTnl-asszocidlt formdainak
kialakulaséért.

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

3. A p-calpain szamos regulatorikus €s strukturalis myofibrillaris fehérjét hasitott human
bal kamrai szovetmintdkban kiilonbozd intenzitdssal €s kinetikaval. A titin és az o-
fodrin mutatott a legintenzivebb, a dezmin és a ¢TnT 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*'-fiiggé proteolizis eredményeként)
hasonlosdgot 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 degradacidjuk

szerepet kaphat a myocardidlis stunning kialakuldsaban.
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