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1. Bevezetés

A sziv-érrendszeri betegségek eldfordulasanak gyakorisaga mind a fejlodd, mind a fejlett
orszagokban jelentds méreteket Olt. A kardiovaszkularis korképek patomechanizmusiban
kiemelkedd jelentéséget tulajdonitanak az oxidativ stressznek®. A szivizomsejtekben
fiziologias koriilmények kozott is keletkez6 reaktiv oxigén-szarmazékok (ROS) és
antioxidadnsok egyensulyanak megbomlasa a sejtek oxidoredukcios allapotanak megvaltozasat
eredményezik, melynek kovetkeztében a kiilonféle biomolekuldk reverzibilis vagy
irreverzibilis karosodast szenvedhetnek®. Szamos klinikai tanulmany vitathatatlanna tette a
ROS szerepét a szivelégtelenség kialakulasaban és progresszidjaban egyarant®. A
szabadgyokok direkt modon karositjak a kontraktilis fehérjéket (pl. aktin, MLC1), ami kardialis
diszfunkciohoz vezet®. Az elmilt években az intracellulris elemek kozott a titin oriasfehérjét
megkiilonboztetett figyelem Ovezi, melynek indirekt (pl. hésokkfehérjéken keresztiil
megvalosulod) és direkt (pl. oxidacio okozta) modosulasai kulcsfontossagh szerepet jatszanak a
diasztolés fesziilés (stiffness) adaptiv és kéros eltéréseiben®),

Az is ismert, hogy a sziv a karos hatasokra (pl. fokozott kronikus nyomasterhelés)
adaptacios folyamatok beinditdsdval valaszol, ami kronikus kardidlis atépiiléshez
(remodelling), patologias miokardialis hipertrofia kialakulasahoz vezet. Mindez kezdetben a
megnovekedett biomechanikai stresszt kompenzalja®, azonban progresszidja szisztolés és
diasztolés diszfunkciot eredményez. A folyamat hatterében megvaltozott intracellularis
jelatviteli mechanizmusok is felismerhetdek(”. Ezért nem meglepd, hogy a kézelmiltban az
alapkutatasok teriiletén jelent6s erdfeszitéseket tettek olyan in vivo allatmodellek

létrehozasaban, amelyek segitenek jobban megérteni a sziv hemodinamikai talterhelése altal

crer



A jelenlegi iranyelvek alapjan, intenziv kutatdsok targyat kell, hogy képezze a
szivelégtelenség hatterében lejatszodo cellularis és molekularis mechanizmusok mélyebb

megismerése, ami potencialisan 1j terapias lehetéségeket is kinalhat®),



2. Irodalmi attekintés

2.1. A szivelégtelenség epidemioldgiaja, definicioja és csoportositasa

A 21. szézadban a kardiovaszkularis megbetegedések vilagszerte a morbiditési
statisztikak elsé helyén szerepelnek®. A jelenlegi adatok alapjan a szivelégtelenség
prevalencija a felnétt populacié korében megkozelitéleg 1-2%19, azonban a 2030-ra torténd
elorejelzések, a népesség novekvd oOregedési tendencidjanak koszonhetden még
aggasztobbak. Az utobbi évtizedekben az orvostudomany ugrasszerti fejlédésének ellenére,
a szivelégtelenség diagnozisat kdvetden az 5 éves mortalitasi rata kozel 50%12). Definicid
szerint, a szivelégtelenség egy klinikai szindroma, melynek tipikus tiinetei (1€gszomyj,
labdagadas ¢s faradtsagérzet) a sziv strukturalis és/vagy funkcionalis rendellenességeibdl
adodnak®, amely kérositja a kamra szisztolés és/vagy diasztolés funkcidjat. Kialakulasaban
szamos tényezO jatszik szerepet. Leggyakrabban a miokardialis iszkémia, szivbillenty(i
betegségek, a primer (genetikai faktorok) és szekunder kardiomiopatidk (immunmedialt és
gyulladasos artalmak, toxikus karosodasok stb.)® inditjak be a szivelégtelenséghez vezetd utat,
de egyéb kardiovaszkularis komorbiditasok, mint a hipertonia és diabétesz mellitusz is
hozz4jarulnak a kronikus szivizom atépiiléshez®®).

Korabbi klasszifikacid alapjan a szivelégtelenség két tipusos megjelenési formaja a
szisztolés ¢és diasztolés szivelégtelenség. A szisztolés szivelégtelenségre leginkabb a
kontrakcios er6 és az ejekcios frakcid (EF) csokkenése jellemzé, mig a diasztolés
szivelégtelenség soran a bal kamra kontraktilitdsa és az EF megtartott, a diasztolés telddés
karosodik. Bar a szisztolés és diasztolés szivelégtelenség kialakulasanak mechanizmusa
valosziniisithetéen eltér egymastol, azonban a két korkép gyakran kombinalodik.

Az Europai Kardiologus Tarsasag (ESC, European Society of Cardiology 2016-0s)

crcr

meg®. Ha a bal kamrai EF 40% alatti, akkor csokkent EF-val jaro szivelégtelenségrol beszéliink



(HFrEF, heart failure with reduced ejection fraction), melyet leginkabb szisztolés
szivelégtelenségként definialunk®. A szivelégtelenség tiinetei gyakran 50% EF mellett
jelentkeznek, melyre diasztolés szivelégtelenségként tekintiink (HFpEF, heart failure with
preserved ejection fraction). Mindezek mellett meghatarozasra keriilt egy ,,atmeneti kategoria”
IS, ahova azokat a betegeket soroljuk, akiknek EF-ja 40-50% kozott van, ezaltal bevezetve a
kozepes EF-ju szivelégtelenség (HFmrEF, heart failure with mid-range ejection fraction)
fogalmat. A szivelégtelenségben a kamrai hipertrofia, a sziv iiregrendszerét érintd térfogati
eltérések és az extracellularis matrix atépiilése (fibrozis) a szivizomzat ,,remodellingjét”
eredményezik*1®),  Mindezen  valtozdsokat a  szivizomsejtek  miofilamentalis
fehérjerendszerében szokatlan izoformak megjelenése, a fehérjék koros degradacidja és
foszforilacios eltéréseik is kisérhetik, melyek hozzajarulhatnak a szivizomsejtek kontrakcios-

relaxacios ciklusanak romlasahoz (19,

2.2. A szarkomer felépitése és mechanikaja

A szivizomsejtekben a vékony (6-9 nm atméréji) és vastag (12-15 nm atméréji)
filamentumok a kontrakcios eré generalasara képes szarkomerekbe rendezédnek, amelyet két
Z-lemez hatarol. A vékony filamentumok dominansan aktin fehérjébdl épiilnek fel és a
polimerizalt filamentumok egymas koré tekeredve alakitjak ki a kettds hélix strukturat,
amelyhez regulatorikus troponin (Tn)- tropomiozin (Tm) molekulakbol all6 komplexek
k6tédnek™).  Klasszikus elképzelés szerint, az aktin-miozin interakcio a tropomiozin
alapallapotdban nem kovetkezhet be, mivel ahhoz a troponinok Ca?*-kétott allapota is
sziikséges. A troponin komplexet harom eltérd funkciot ellato alegység alkotja: (1) a Ca?*-kotd
troponin C (TnC) alegység®®, (2) a tropomiozint kété troponin T (TnT)®? és (3) a troponin
| (Tnl), mely az aktin-miozin kereszthid kialakulasat gatld fehérje®). A kardialis Tnl (cTnl)

jellegzetes foszforilacios helyei proteinkinaz A (PKA)-medialt esetben a szerin 22/23 (Ser-



22/23) ragcsalokban, mig a human szivizomban a Ser-23/24, proteinkinaz C (PKC)-medialt
esetben a Ser-43/45 és a treonin-144 (Thr-144) aminosavak®?,

A szarkomer kozepén elhelyezkedd vastag filamentumok konnyi (MLC) és nehéz
miozin (MHC) lancokbdl allnak, melyek feji és farki régiokbol épiilnek fel. A konnyti és nehéz
lancok kapcsolata harom kiilonb6z6 izomiozint alkothat. A legmagasabb ATPaz aktivitassal
rendelkezd V1 jelti homodimer két a-MHC-t, a legalacsonyabb ATPaz aktivitassal bird V3 jela
két B-MHC-t, mig a V2 heterodimer, egy-egy molekula a-MHC-t és B-MHC-t tartalmaz,
melynek ATPaz aktivitasa in vitro a V1 és V3 homodimer aktivitasa kozott helyezkedik el. A
MLC-k révén tovabbi kombinacidk képzodhetnek. A vastag filamentum felépitésében részt
vesz még a 140 kDa méretii kardialis miozink6té C-fehérje (cMyBP-C), mely kapcsolatban all
az aktinnal, miozinnal, valamint a titinnel® ¢és jelentés szerepet jatszik az aktin-miozin
interakcioban®, A cMyBP-C harom foszforilalhatod szerinnel rendelkezik (Ser-273, Ser-282
és Ser-302), melyek foszforilaciéjat a PKA, PKC és proteinkindz D (PKD), a Ca?*-kalmodulin
altal aktivalt kinaz II (CaMKII), valamint a 90 kDa nagysagu riboszomalis S6 kinaz egyarant
végezheti®). A fehérje eltérd tipusti modosulasainak tobb korkép kialakuldséban is jelentés
szerepe van®?. Osszességében a miofilamentumokat alkoto strukturalis és regulator funkci6jt
fehérjék poszttranszlaciés modosulasai a szivizomsejtek erégeneracios teljesitményét és Ca?*-
érzékenységét egyarant befolyasolhatjak(® 25 26),

Az izom-kontrakcié é€lettani alapja az aktin és miozin molekulak feji régioi kozott
kialakult kereszthidak képzddése ¢€s felbomlasa. A kereszthid-ciklus kovetkeztében a
filamentumok elcstisznak egymason, ami megroviditi a szarkomert. Ez a ,,cstisz6 filamentum
modell”®”, melynek részletes ismertetésétdl a disszertacioban eltekintek. Diasztolé alatt az
intracellularis [Ca?*] alacsony, a cTnl-tropomiozin komplex gatolja az aktin-miozin interakciot.

Szisztolé soran a citoplazmatikus [Ca®"] emelkedése inditja meg és tartja fent az aktin-miozin
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kolcsonhatéas kialakuldsat. A miozin az aktinnal kdzosen az ATP hidrolizisébdl biztositja a
miofilamentalis kontrakciohoz sziikséges kémiai energiat.

A harantcsikolt izom és szivizom aktiv mechanikai képességén tal igen fontos
tulajdonsaga, hogy rugalmas. A szarkomerben uralkodé szerkezeti rend megbomlasa nélkiil az
izomrostok akar eredeti hosszuk tobb mint kétszeresére nyujthatok. A folyamat sordn az
izomban un. passziv erd (ellenallas) alakul ki, amely az izom nyugalmi hosszat a nyajtoéerd
megsziinése utan helyreéllitja. Az izom passziv rugalmassadgaért a szarkomer harmadik

filamentalis rendszere, azon beliil is leginkabb annak titin komponense felelds.

2.3. Titin a szarkomer mechanikai rugéja

Mar az 1950-es években feltételezték a titin molekula, mint harmadik filamentum 1étét
a szarkomerben®® azonban az elektroforézises analizis soran el6szor csak 1979-ben keriilt
kimutatasra®), ami a titdni mérete miatt, a titin elnevezést kapta®?. A titin az izom teljes
fehérjemennyiségének csaknem 10%-at teszi ki, mégis a felfedezése elég sokaig varatott
magara. Ennek az volt az oka, hogy gigantikus mérete miatt a hagyomanyos 6-15% akrilamidot
tartalmazé gélekben egyaltalan nem jelenik meg, detektalasahoz specialis, kevesebb, mint 2%-

os gélek sziikségesek.

2.3.1. A titin elhelyezkedése és szerkezete

A cellularis diasztolé és a szivizomsejtek passziv fesziilésének f6 meghatarozoja a titin®
8D (1. dbra). A molekularis rugé kinyujtott hossza csaknem 1 um, mely a fél szarkomert atoleli
a Z-lemeztél az M-vonalig huzodva. Molekula mérete izoformatél fiiggéen 3000-3800 kDa®?
(viszonyitasképpen, az aktin 43-48 kDa, a miozin 480 kDa molekulatomegti fehérje).

A titin molekulak Z1 és Z2 doménjei a teletoninon (mas néven T-cap/titin-sapka) €s a-
aktinon keresztiil kotddnek a Z-lemezhez®®. A fehérje N-terminalisanak 80 kDa-nyi része ivel
at a Z-lemezen, ahol a titin molekulak a szomszédos szarkomerekbe benytlva egymassal

teljesen atfednek®?),
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Az l-szakaszban talalhato a titin kb. 800-1500 kDa része, ahol rugalmas kapcsolatot
alakit ki a vékony filamentumok Z-lemezhez kozeli vége és a vastag filamentumok cstcsai
kozott. Ebben a szakaszban a titin elrendezédése alapjan harom zonat kiilonboztetiink meg®?:
(1) egy Gigynevezett ,,end filament” zonat, ahol a vastag filamentum végétol egy kb. 0,1 um-es
szakaszon a titin molekuldk hosszuk mentén tobb molekulabol all6 kotegekké rendezédnek®,
(2) a Z-lemez kozepétdl kb. 0,1 um-es szakaszon a titin fehérjék a vékony filamentumokhoz
kotddnek®® 30, (3) végiil pedig a két zona kozott a kotegek kiilonalld molekulakka valnak
s76t(39),

A molekula 2 MDa-nyi része az A-szakaszban talalhat6, ahol minden vastag
filamentum-félhez hat titin molekula kot6dik®, ezaltal szoros kapcsolatot alakit ki a miozin,
illetve a cMyBP-C fehérjével egyarant. Ezért fiziologias koriilmények kozott ezt a régiot
nyujthatatlannak tartjak®®. A titin C-terminalisanak 200 kDa-os része az M-vonalban

helyezkedik el, ahol a titin filamentumok ugyancsak atlapolnak egymason®3 40,

I-szakasz A-szakasz I-szakasz

>
>

v
A

<
<

Z-lemez M-vonal Miozin _ Z-lemez
Aktin

............
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''

———— ——

.y
.................
...........................................

.......
..............
..................................

<«—— Egyetlen titin molekula hossza — Titin Titin funkcionalisan
rugalmas része

1. abra. A titin fehérje (piros) elhelyezkedése a szarkomerben. Egyetlen titin molekula a
Z-lemeztél M-vonalig hizédik. A molekula nyGjthatd része az I-szakaszban foglal
helyet.
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A titin molekula egyetlen gén (TTN) altal kodolt, ami 363 exont tartalmaz. Gigantikus mérete
ellenére viszonylag monoton felépitési.

A titin elsédleges szerkezetét izoformanként atlagosan 27000-33000 aminosav alkotja,
jelenlegi adatbazisok alapjan a teljes fehérje 38138 aminosavbol is allhat.

Masodlagos szerkezet. Az 1990-es években keriilt kimutatasra, hogy a titin szekvencia
két kiilonbozo tipusu, kb. 90-100 aminosav hosszusagu mintazat tobbszori ismétlodésébol
all“D_ Késbbb az elsé tipust I-tipusti immunglobulin (Ig), a masodik tipust fibronektin I1I tipusu
(Fn) domének szupercsaladjaba soroltdk*?). Ezek mindegyike hét antiparallel béta-lemezbél
4l16 stabil globularis doméneket alkot®® 49, A doméneken kiviil a titin kb. 8-10%-at egyedi
szekvenciak alkotjak. Funkcionalis szempontbol legfontosabb az I-szakaszban helyet foglald
PEVK szegmens, amely nevét a felépitésében donté hanyadban koézremiikodé prolin (P),
glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K) aminosavakrol kapta. A titin I-szakaszban talalhato
funkcionalisan rugalmas része 4 régiora oszthato: (1) a ,,proximalis Ig-domének™ (Ig10-1g20),
(2) a PEVK régio, (3) az N2B egyedi szekvenciakbol allo régiora (N2-Bus), valamint (4) a
,.disztalis Ig-domének™ (1g80-1995) régiora. Az N2BA izoforma esetében megkiilonboztetiink
még egy ,,kozépséd Ig-domének” (1g24-1g76) és egy ugynevezett N2-A alkotorészt is. A
,»disztalis Ig-domén” régid konstitutivan fejezddik ki, azonban a ,,proximalis Ig-domén” régio6
és a PEVK szegmens hossza izoformatol fiiggden valtozik“? 49,

A titin harmadlagos szerkezete alatt a domének és egyedi szekvenciak sorozatat értjiik,

kapcsolatuk a szarkomer allapotanak és egyéb (pato)fiziologias allapotok fiiggvénye.
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2.3.2. A titin funkcioja

A titin elsdleges feladata az izom passziv rugalmassaganak élettani igények szerinti
biztositasa, melynek alapjat a molekula kiilonboz6 izoformai adjak. Mindemellett fontos
szerepe van a vastag filamentumok régzitésében és hatékony molekularis rugdként miikodik az

3®), Feltételezik, hogy a miogenezis soran a titin részt vesz a

izomkontrakcié soran
miofibrillumok szerkezetének kialakitasaban, illetve szerin/treonin kindz doménje révén
szerepet tolthet be jelatviteli utvonalak kozvetitésében is“®).

A titin méretében ¢és rugalmassagiban is eltéré izoforméakban fejezddik ki. Felndtt
human szivben a titin egy rovidebb és merevebb N2B (~3000 kDa, az sszes titin 70%-a) €s
egy hosszabb, elasztikusabb N2BA (~3800 kDa, az 0Osszes titin 30%-a) izoformaja
expresszalodik®”). Ebbél adodoan a rovid izoformak nagyobb, mig a hosszabb titin izoformak
kisebb passziv fesziilést eredményeznek®®. A titin izoforma-kompozicidja fajonként és
életkortol fiiggden valtozik. Ujsziilott patkény szivizomsejtekben a rugalmasabb N2BA titin
(kb. 90%) a dominans izoforma, azonban sziiletés utan a kisebb N2B izoforma expresszidja
fokozodik (kb. 90-95%), mindez pedig fokozza a passziv fesziilést a feln6tt kardiomiocitakban
(2. abra). Az izoforma-kompoziciok érvényre jutasanak hatterében az életkorfiiggé fajon beliili,
valamint a fajok kozotti eltéré hemodinamikai viszonyok®?, illetve a ragesalok 1ényegesen
rovidebb élettartama is feltételezhetd.

A kardiomiociték titin alapt passziv rugalmassaga nem egy konzervalt tulajdonsag, igy
a titin izoforma-osszetételének megvaltozasa (pl. életkor eldrehaladtaval), az oxidativ és
foszforilacios allapotanak valtozasa, valamint egyéb fiziologias tényezok (pl. titinhez kdtédd
hdsokkfehérjek) direkt és indirekt modon befolyasolhatjak a szivizomsejtek passziv

fesziilését(49-51),
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2. abra. Az N2BA és N2B titin izoformak: molekularis szerkezete (Kovics A. et al., Am J Physiol
Heart Circ Physiol, 2016 alapjan médosivva) (A), €letkorfliggé megoszlasa (B), valamint a titin-
dependens passziv fesziilésre gyakorolt hatasa (C). N2-Bus: N2-B unique sequence
(egyedi szekvencia) elem; PEVK: prolin, glutamat, valin és lizin aminosavakban gazdag

domén.

2.4. Titin-dependens passziv fesziilés direkt modositasa: Oxidativ stressz

A szabadgyokok és antioxidansok aranya meghatdrozd a normal szoveti miikodés
szempontjabol, a kozottik 1évé egyensily megbomlésa oxidativ karosodas kialakuldsahoz
vezethet, mely jelentds szerepet jatszik szamos kardiovaszkularis kérkép kialakulasaban(® 52),
A kardiovaszkularis rendszerben a szabadgyokok jelentds részét a mitokondrialis 1égzési lanc
biztositja, de tobbek kozott a xantin-oxidaz, mieloperoxiddz, nitrogén-monoxid szintdz és
lipoxigenazok is hozzajarulnak a szabadgyokok termeléséhez®?.

Elettani koriilmények kozott nagyon fontos szerepet toltenek be a jelatviteli folyamatok
szabalyozasaban, hatassal vannak a protein foszfatazok és kinazok miikodésére és részt vesznek

a patogének elleni kiizdelemben is®¥. A szabadgyokdk taltermelddését a szervezet antioxidans
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rendszere ellenstlyozza, azonban az egyensily megbomlasa reaktiv oxigén/nitrogén
szarmazékok (ROS/RNS) képzddéséhez, igy oxidativ stresszallapotok kialakulasahoz vezet. A
ROS csoportban a szuperoxidot ("O2"), a hidrogén-peroxidot (H20>) és a hidroxilgyokot ("OH)
tartjuk szdmon. Az RNS-sek kozé a nitrogén-monoxidot (NO) és a beléle mas molekulakkal
('O27, CO2) vagy protonnal torténd reakcio soran keletkezé peroxinitritet (OONO™), nitrozo
peroxokarboxilatot (ONOOCO27) ¢és peroxonitritet (ONOOH) soroljuk®®. Oxidativ
koriilmények kozott a ROS/RNS szabadgyokok karositjak a sejtek épitdkoveit, koztik a
nukleinsavakat, lipideket és fehérjéket. A fehérjéket felépité aminosavak koziil a cisztein
rendkiviil érzékeny az oxidativ hatasokra®¥. A szivizomsejtek fehérjéi oxidacié kovetkeztében
reverzibilis és irreverzibilis karosodast szenvedhetnek el, mely médosulasok koziil kiemelend6
a szulfhidril (SH) oxidacio és a karbonilacio®).

Az oxidativ stressz kovetkeztében a miofilamentalis fehérjék (pl. titin) strukturalis és
funkcionalis valtozasokat szenvednek el, mely végs6 soron Kkardialis diszfunkcio

kialakuldsahoz is vezethet.

2.4.1. Szulfhidril csoportok oxidacidja

A szivizom fehérjek cisztein oldallancain jelenlévd szulthidril (SH) csoportok
reverzibilis oxidaciojanak jelentds élettani és korélettani szerepe van az eukaridta sejtekben.
Részt vesznek elektron transzferben, fehérjék strukturajanak kialakitasdban, szerepet jatszanak
szamos katalitikus folyamatban ¢és DNS-ko6td fehérjék miikodéseben. Jelenlétiik
nélkiilozhetetlen az antioxidans védelemben, az intracellularis redox homeosztazis
fenntartasaban. A protein SH-csoportok azonban rendkiviil érzékenyek az oxigén és nitrogén
tartalmt szabadgyokokkel szemben egyarant. Oxidacio kovetkeztében a fehérjék SH-csoportjai
egymassal reagilva reverzibilis intra- ¢és intermolekularis diszulfid hidak [étrejottét
eredményezhetik. Megemlitend6 még az ugyancsak reverzibilis S-tiolacio és S-nitrozilacio.

El6bbi soran kis molekulatomegi tiolok (pl. glutation, S-glutationilacid) kapcsolédnak a
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proteinek SH-csoportjaihoz vegyes diszulfidokat eredményezve, mig utobbinal a NO és a
proteinek SH-csoportja kozott jon létre a kapcsolat®®. Oxidativ stressz soran a fehérjék SH-
csoportjainak modosulasa feltételezhetden az elsék kozott kovetkezik be, ezaltal a sejtek
védelmében nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak. Reverzibilis oxidacidjanak koszonhetden
megvédi a fehérjéket az irreverzibilis médosulastol. Az oxidacié soran kialakult diszulfidok
reverzioja redukald hatasu molekulakkal megvalodsithatd, a sejtekben a redukcio a tioredoxin
rendszer altal biztositott®®). Kutatasok szerint a szivizom egyes fehérjéinek SH oxidacioja nem
egyforma mértékben valosul meg®?.

Laboratériumunkban végzett korabbi kisérletek igazoltdk, hogy a kontraktilis fehérjék
SH oxidacioja hozzajarulhat a szivelégtelenség soran kialakul6 kontraktilis diszfunkciohoz®.
A vizsgalatok soran kimutattak, hogy az SH-csoportokat in vitro oxidalé ditiodipiridin (DTDP,
2,5 mM) a kontraktilis fehérjék oxidacidjaval parhuzamosan csokkentette a szivizomsejtek
Ca?"-fiiggé aktiv erejét és Ca’*-érzékenységét, valamint kismértékben fokozta a Ca?*-fiiggetlen
passziv er6t®. Feltételezték tovabba, hogy a titin molekula oxidacidja a passziv tenzidra
hatassal lehet, azonban a titin oxidacidjanak részletesebb vizsgalatat a szakirodalomi adatok
hianya, valamint a fehérje gigantikus molekulatomegébdl eredd technikai nehézségek nem
tették lehetové. Ezek a tényezok szolgaltattak a kiindulasi pontot jelen munkahoz.

Ma mar tobb informécidval rendelkeziink a titin-alapt passziv erd diszulfidkotések
altali modulalasaval kapcsolatban. Az N2BA izoforma megkdozelitdleg 513, mig az N2B titin
(N2-Bus) hat cisztein molekula talalhato, amelyek az oxidacio kovetkeztében harom
diszulfidkotés kialakitasara képesek, mindez pedig a passziv merevséget jelentdsen noveli®?.
Néhany évvel ezeldtt megjelent egy tanulmény, ahol kimutattak, hogy a titin Ig-doménekben

ugynevezett rejtett ciszteinek vannak jelen, amelyek az S-glutationilacio legfontosabb
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célpontjai. Azonban a rejtett oldalldncok csak a szivizomsejtek extrém megnyuléasa (2,7-2,8
um-es szarkomerhosszon) soran, igy a fehérje kitekeredése révén valnak elérhetévé. A titin
ezen jellegli modosulasa pedig fokozza a titin rugalmassagat, ezaltal csokkentve a
szivizomsejtek passziv fesziilését®. Mindez bizonyitja, hogy a titin kiilonbozd régidiban
bekovetkezd oxidativ valtozasok eltéré mdodon befolydsolhatjdk a szivizomsejtek titin-alapu
passziv fesziilését.

A jelen értekezésben bemutatasra keriilé eredmények kizarolag az egyedi szekvenciakat
tartalmaz6 N2-Bus régioban talalhatd ciszteinek SH oxidacidjanak titin-dependens passziv

fesziilésre kifejtett hatasat vizsgalta kiillonbozo fejlettségi allapota szivizomsejtekben.

2.4.2. Karbonilacio

Az irreverzibilis karbonilacid soran reaktiv aldehid vagy keton csoportok kétddnek a
fehérjék aminosavaihoz, mely leginkabb a prolin, lizin, arginin és treonin oldallancokat érinti®®
61 A karbonilacios médosulasok jelentds része fém-katalizalt Fenton-reakcié soran valésul
meg. A folyamat soran vas(Il) és H20: kozremikodésével hidroxil szabadgydk (OHe)
képzédik, amely jelentés karositd hatdsai mellett, karbonilacios aktivitassal is rendelkezik®>
64). A Fenton-reakcié a protein karbonilacié in vitro kériilmények kozotti vizsgalatara széles
korben elterjedt®?,

Fiziologias koriilmények kozott a vas fehérjékhez kotott formaban van jelen, azonban
patologias koriilmények kozott szabad vas szabadulhat fel, ami H2O2-dal reagalva hidroxil
szabadgyok (OHe) képzddését eredményezi® 3. A protein karbonilacio soran a fehérjék
degradalédhatnak vagy funkcidojuk megvaltozhat, valamint az oxidativ modosulas
szignalizacios folyamatokat is befolyasolhat®®. Ezaltal szerepe van szamos kardiovaszkularis
korkép kialakulasaban®®. Kisérletek bizonyitjak példaul az MHC csokkent miikodését
diabéteszes kardiomiopatiaban a fehérje karbonilaciojat kovetéen®”). Kiilonbozé modellekben

végzett kutatasok kimutattdk az aktin €s a tropomiozin iszkémia/reperfizié indukalt
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karbonilaciojat, mely szoros kapcsolatot mutatott a bal kamra diszfunkciéo mértékével ©®), sét
erds korrelaciot talaltak az oxidativ karosodas €s a kontraktilis diszfunkcido mértéke kozott
szivelégtelen betegek bal kamrai biopszids mintaiban is©9,

Arr6l azonban nem &ll rendelkezésre informdécid, hogy miként moduldlja a titin
karbonilacio a szivizomsejtek titin-dependens passziv erejét.
2.5. Titin-dependens passziv fesziilés indirekt médositasa: hésokkfehérjék

2.5.1. HSP27 és aB-krisztallin
A hésokkfehérjék (HSP, heat shock proteins) Iényegében nagymértékben hasonlé molekularis

szerkezettel ¢és biokémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd konzervalt ubiquiter molekuldk,
amelyek megtalalhatbak a prokariotaktol az eukaridtakon at, minden szervezetben.
Konzervéltsaguk funkciondlis jelentdségiikre utal, a sejtek fehérje tartalméanak kb. 1-2%-at
alkotjdk, ugyanakkor szdmos fiziologias és patologias tényezd és kornyezeti faktor hatdsara
mennyiségiik az osszfehérjemennyiség akar 15%-at is elérheti’®. Fiziologias koriillmények
kozott a sejtosztodasi ciklus és a szovetfejlodés soran indukalodhatnak, valamint novekedési
faktorok és hormonok is szabalyozhatjak képzoédésiiket. Koros koriilmények kozott tobbek
kozott fertdzések, gyulladas, oxidativ stressz, hipertrofia és toxinok indukaljak termelésiiket. A
kornyezeti faktorok koziil kiemelend6 a hdmérsékletvaltozas (h6- vagy hidegsokk), alkohol és
sugarzas, melyek képesek fokozni a HSP-k expresszi6jat(’.

A kis hoésokkfehérjék (sHSP, small heat shock proteins), mint a HSP27 (HSPB1) és az
aB-krisztallin  (HSPB5) elsdsorban a szivizomban, vazizomban, vesében ¢és agyban
termelddnek nagy mennyiségben. Ezen feliil az aB-krisztallin a szemlencsében expresszalodik
talnyomorészt('?. Mindkét fehérje kifejezédése stresszhatasokra megemelkedik.

A HSP-k tobb ponton is képesek az apoptozis folyamatat gatolni, ezéltal segitve a sejtek
talélését’™), Részt vesznek tovabba a citoszkeletalis rendszer szervezddésének és stabilitdsanak
szabalyozasiban(’®, A HSP27 és az aB-krisztallin hésokkfehérjék védelmet nytjtanak az

oxidativ kdrosodéasokkal szemben. Egyrészt szabalyozzak a redukalt glutation mennyiségét az

19



oxidativ védelemben, masrészt csokkentik a ROS/RNS gyokok mennyiségét, ezaltal a fehérje
oxidacio mértékét is"?, Stresszhatasok soran preferencialisan transzlokalodnak a szarkomerbe,
melynek pontos mechanizmusa a mai napig nem tisztazott. A szivben a HSP27 és aB-krisztallin
leginkabb iszkémia, héstressz vagy szivelégtelenség soran indukalodik (7477,

Stressz soran a SHSP-k a citoszolbol a Z-lemezhez és/vagy az I-szakaszhoz
transzlokalodnak(889, Egyelére még nem tisztazott, hogy a sHSP-k foszforilacios allapota
befolyasolja-e a transzlokacio folyamatat®h. A sHSP-interakcio kovetkeztében védett fehérjék
kozé tartozik a dezmin, o-aktinin, aktin, troponin-I és T, miozin és a titin®?®7),

Azonban patologias koriilmények kozott a SHSP-k nem csak a Z-lemezhez, hanem a
szabalyozva a szivizomsejtek passziv merevségét®®. A titin ezen molekularisan rugalmas
szakaszaban talalhatd Ig-domének (proximalis, k6zéps6 és disztalis) és N2-Bus domének in
Vitro stabilizacidja a sHSP fehérjék kotddésén keresztiil valosul meg®”. Kisérletek bizonyitjak,
hogy a titin domének kitekeredése soran felszinre keriilé rejtett hidrofob helyek védettek
maradtak a SHSP-K jelenlétében az oxidativ stressz alatt®®). Ezek alapjan kutatasok sugalljak,
hogy a SHSP-k és a titin molekula kdzotti interakciot mind a szarkomer nyujtasa, mind pedig a
merevebb N2B izoforma expresszidja egyarant fokozza, igy védve a titin doméncket az
esetleges aggregaciotol ),

Az elmult évtizedben megjelent tanulmanyok valdszinisitik, hogy a HSP-k funkciojat
az oxidativ stressz mellett az életkor is nagyban befolyasolja®® &), Jelenlegi adatok alapjan
azonban nem ismert, hogy a titinhez fiziologias koriilmények kozott kotddo kis hdsokkfehérjék
(HSP27 és aB-krisztallin) mennyire befolyasolhatjak az in vitro oxidativ titin-dependens

passziv fesziilés mértékét a kiillonbozo fejlettségi allapoth szivizomsejtekben.

20



2.6. A bal kamra nyomas-tilterhelésével jaré klinikai kérképek

Szamos szivbetegség kovetkezménye a szivelégtelenség, melyek strukturalisan és
funkcionalisan egyarant karositjadk a bal kamrat (BK). A szivizom karosodas és a tartds
hemodinamikai talterhelés jelentds plusz terhet r6 a sziv mitkodésére. A leggyakoribb klinikai
allapotok, amelyek a bal kamra fokozott utoterhelésével jarnak a magas vérnyomas (hipertonia)
¢és az aorta billenty( sziikiilete (Sztendzis). A hipertonia a leggyakoribb human betegség és a
szivelégtelenség legfontosabb rizikofaktora®). 2017 novemberében az American Heart
Association (AHA) Kongresszusan kihirdették az ij amerikai hipertonia-ajanlast, amelyben a
korabbi 140/90 Hgmm-es hatarértéket 130/80 Hgmm-ben hatéroztdk meg®. A normalis
értéknek pedig tovabbra is a <120/80 Hgmm-et tekintik. Mindezzel pedig jelentdsen megnott
az amerikai hipertoniasok szdma. Az aorta billentyl sziikiilete a leggyakrabban eléfordulé, a
bal kamrai kidramlas progressziv obstrukcidjat okozo koérkép. Eléfordulhat valvularis, sub- és
supravalvularis formaja is. Mindkét korkép gyakorisdga az ¢életkor eldrehaladtaval
exponencilisan emelkedik®? % amelyek hosszitavon progressziv bal kamrai hipertrofiat és

kovetkezményes szivelégtelenséget okoznak.

2.6.1. Kompenzalt és dekompenzalt patologias bal kamra hipertrofia

A sziv tartds nyomas-tulterhelésének kovetkezménye a sziv megnovekedett munkaja,
mely hosszutavon szivelégtelenséghez vezet. Kezdetben a BK kompenzatorikus hipertrofiaval
alkalmazkodik a megvaltozott hemodinamikai koriilményekhez a megfeleld nyomas
fenntartdsanak érdekében. Mindez révidtavon tamogatja a keringést, azonban hosszabb tavon a
hipertrofia karos. A kompenzaciés mechanizmusok iddvel a szivizomzat strukturalis é€s
funkcionalis atépiiléséhez (remodelling) vezetnek, amely a kamrak elégtelen telédését és
irtilését, valamint az extracellularis matrix fibrézisat, a szivizomsejtek nekrozisat é€s

apoptozisat eredményezik, ami kontraktilis diszfunkcié kialakulasahoz vezet*4),
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A sziv kronikus nyomasterhelése patologids szivizom-hipertrofia kifejlédéséhez vezet,
ami a szivelégtelenség kialakuldsanak egyik legfontosabb oka. Az még nem teljesen tisztazott,
hogy az adaptiv hipertréfia pontosan hogyan alakul 4t maladaptiv hipertréfiava.

A patologias BK hipertrofia tigynevezett korai (kompenzalt) és késoi (dekompenzalt)
stadiumainak kontraktilitasaban jellegzetes valtozasok figyelhetok meg (3. dbra), melynek in
Vivo meghatarozasara az egyik leginkabb elfogadott modszer a nyomas-térfogat analizis®?.
Nyomads-térfogat analizissel végzett kisérleti munkak bizonyitjak a kontraktilitas fokozodasat a
BK hipertrofia korai stadiumaban®*®), melynek soran a sziv a fokozott utdterhelést
kompenzalja®®, biztositva ezaltal a sziv megérzott szisztolés funkciodjat. Azonban mindez csak
ideiglenes alkalmazkodast tesz lehet6vé, elérehaladottabb késoi stddiumokban a kontraktilitas-
paraméterek jelentésen romlanak®” %9, a szisztolés és diasztolés teljesitmény csokken. Emellett
a progressziv kollagén felhalmozodas és egyéb fibrotikus markerek megjelenése is
megfigyelhetévé valik%9),

Kutatasok sejtetik, hogy tartds nyomas-talterhelés soran a BK kontraktilitds nem csak
szervi, hanem szarkomerfunkcié szintjén is valtozasokat idéz el6. Ugyanakkor nincs
informacionk a szivizomsejtek miofilamentalis rendszerének miikodésében bekovetkezd
stadiumfiiggd valtozasokrol.

Mivel a BK remodellacio hossztt id6én keresztiill hozzajarul a kontraktilis
funkcioromlashoz, igy felmeriilt, hogy a kompenzalt fazisbol a dekompenzalt fazisba vezetd

folyamatok terapias célpontként is szolgalhatnak.
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Normal sziv

Korai, ,kompenzalt”
bal kamra hipertroéfia

Fokozott artéerias utoterhelés
Kollagén felszaporodas 4
Fokozott BK-i kontraktilitas

l

Megtartott szisztolés funkcio
Csokkent diasztolés funkcio

Késdi, ,,dekompenzalt”
bal kamra hipertrofia

Fokozott artérias utoterhelés
Kollagén felszaporodas 444
BK-i kontraktilitas hianya

]

Csokkent szisztoles funkcio
Csokkent diasztoles funkcio

abra. Fokozott nyomasterhelés altal indukalt bal

kamra hipertrofia korai

(,,kompenzalt”) és késdi (,,dekompenzalt”) stadiumainak kialakuldsa €s funkcidjukban

bekovetkezo patologias valtozasok. JK: jobb kamra; BK: bal kamra.
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3. Célkitiizések

A fentiek alapjan munkank soran az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:
3.1. A titin-dependens passziv fesziilés és titin izoformak oxidativ modosulasainak
vizsgalata a szivizomsejtek fejlodése soran

Célul tiztik ki a titin oxidacié (SH oxidacio, karbonilacio) passziv merevségre kifejtett
hatdsanak tanulmanyozéasat kiilonb6z6 fejlettségi  allapoti  permeabilizalt patkany
szivizomsejteken. Megvizsgaltuk az oxidativ agensek (DTDP, Fenton reagens) szivizomsejt
mechanikdra kifejtett kovetkezményeit, valamint parhuzamosan tanulmanyoztuk a titin
izoformak oxidativ érzékenységét az életkor eldrehaladtaval.

Célunk volt feltérképezni a titin-asszocialt hésokkfehérjék (HSP27 és aB-krisztallin)
expressziojanak valtozdsat a szivizomsejtek érése sordn, valamint vizsgélni a titin fehérje

oxidacid szabalyozasaban valosziniisitett szerepiiket.

3.2. Korai és késéi patologias hipertréfia miofilamentalis vizsgalata a nyomas-tilterhelés
patkanymodelljén

Célul tlztik ki a sziv kronikus nyomasterhelése soran kialakulo korai/kompenzalt és
késoi/dekompenzalt patologias miokardium hipertréfia lehetséges funkcionalis és strukturalis
véltozasainak felderitését permeabilizalt bal kamrai szivizomsejteken. Vizsgaltuk az izolalt
szivizomsejtek mechanikai teljesitményét, valamint azonositottuk a szarkomer diszfunkcio
hatterében feltételezheté miofilamentalis fehérjék (cTnl és cMyBP-C) foszforilacios

allapotvaltozasait.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Modszerek I: Oxidacio vizsgalatanak patkanymodellje
Felhasznalt szivizommintak

Az oxidaciods kisérleteink sordn hasznalt szivizommintak 0, 7, 21 napos és 8 hetes fiatal
felnott egészséges Wistar-Kyoto patkanyokbol szarmaztak. A kisérleti allatok standard
koriilmények kozott szabvanyos ketrecekben voltak elhelyezve a Debreceni Egyetem
allathazaban, ahol a standard laboratoriumi étel és folyadék ad libitum biztositott volt. Az
allatkisérleteket az eldirasoknak megfelelden, a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag (Etikai engedély szama: 24/2013/DE MAB) jovahagyasaval végeztiik.

A Kkisérleti allatok szivét a vizsgalni kivant életkor elérésekor a mellkas megnyitasa
soran eltavolitottuk, majd a BK-t jéghideg izolal6 oldatban (1 mM MgCl2, 100 mM KCI, 2 mM
EGTA, 4 mM ATP, 10 mM imidazol; pH 7,0; proteaz inhibitorok: 0,5 mM fenil-metil-szulfonil
fluorid (PMSF), 40 uM leupeptin és 10 uM E-64, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) azonnal
levalasztottuk és folyékony nitrogénes gyorsfagyasztast kovetden késdbbi felhasznalas céljabol
-80°C-on taroltuk.
Titin-dependens passziv fesziilés mérése permeabilizalt szivizomsejteken

A kiilonboz6 életkortt patkanyokbdl szarmazo BK-i szivizommintakat izolald

oldatban szovethomogenizatorral izolaltuk, majd 0,5%-0s nem-ionos Triton X-100-al 5 percig
4 °C-on permeabilizaltuk. Az igy kapott membranfosztott szivizomsejtek titin-fliggd passziv
merevségét egy Tanszékiinkon egyedi fejlesztésti in. miocita set-up mérérendszeren mértiik.
Az izolalt kardiomiocitakat szilikon-tartalmt akvariumragasztd6 (DAP 100% all-purpose
silicone sealant; Baltimore, MD, USA) segitségével rogzitettik a mérérendszer kdzponti
egységéhez (4. dbra). A méréseinket 15 °C-on végeztiik. Az eltérd életkor szivizomsejtek
passziv fesziilésének (Fpassziv) Szarkomerhossz (SL)-fiiggését a sejtek fokozatos nyujtasaval

vizsgaltuk (SL: 1,9-2,5 um), mig az oxidoreduktiv hatasok feltarasat fiziologias SL-on (2,3 um)
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mértiik video-mikroszkopos ellendrzés mellett. A mérések Ca*-mentes relaxalé oldatban [10
mM N,N-Bis (2-hidroxietil)-2-amino-etan-szulfonsav, 37,11 mM KCl, 6,41 mM MqgClz, 7 mM
EGTA, 6,94 mM ATP, 15 mM kreatin-foszfat; pH 7,2; proteaz inhibitorok: 0,5 mM PMSF, 40
UM leupeptin és 10 uM E-64, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA] valésultak meg, ahol a
sejteket eredeti hossztisaguk 20%-4val megrdviditettiik (8 masodperc), melynek soran a Ca?*-
fiiggetlen Fpassziv volt regisztralhatd. Az Fpassziv értékeket a szivizomsejtek keresztmetszetére
normalizaltuk és abszolut erdegységekben (kN/m?) 4brazoltuk. Méréseink soran, a
preparatumokon, ugynevezett ,,stabilitdsi probat” végeztiink, melynek soran az individualis
szivizomsejteket a mérés legelején és a legvégén is megaktivaltuk a legmagasabb Ca?*-
CaEGTA-t tartalmaz). Mérési eredményeink értékelésébe csak azokat a preparatumokat vontuk
be, ahol a kisérletes protokoll végén a sejt maximalis kontraktilis ereje elérte a kiindulasi érték

80%-at.

A

Motor Felnott (8 hetes)

/‘E'rﬁmér(i 3 E '

4. 4abra. A kontraktilis mérérendszer k6zponti része (A), valamint a motor és az érzékeny

eromérd kozé szilikonragasztoval rogzitett kiillonbozo fejlettségi allapoti permeabilizalt

szivizomsejtek (B) (sajat kisérlet).

26



A titin izoformdk redukalt és oxidalt SH-csoport tartalmanak vagy karbonilacios
allapotanak passziv fesziilésre kifejtett hatdsdnak vizsgalatahoz az izolalt szivizomsejteket 200
ul DTDP-t (ditiodipiridin, 10 mM, 30 perc, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) vagy Fenton
reagenst (50 uM FeSOg4, 1,5 mM H>02, 6 mM aszkorbinsav, 7 perc, Sigma, St. Louis, MO,
USA) tartalmazo relaxald oldatban inkubaltuk szobahémérsékleten. Az oxidativ médosulasok
revertalhatosagat az SH-csoportokat redukaldé DTT (ditiotreitol, 10 mM, relaxalé oldatban
oldva, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oxidativ agenseket kovetd 30 perces

alkalmazasaval teszteltiik.

A titin izoformak SH-csoport oxidaciojanak meghatarozasa

A kiilonbozd életkort szivizomsejteket a mechanikai izolalast és permeabilizaldst
kovetéen DTDP-t (10 mM, 2 percig) vagy DTT-t (10 mM, 30 percig) tartalmazé relaxalod
oldatban inkubaltuk (200 ul). A titin izoformak redukalt/szabad SH-csoportjait EZ-Link
lodoacetyl-LC-Biotin (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA, 60 percig, s6tét szobaban,
szobahdmérsékleten) reagenssel jeldltiik, amelynek kivitelezése pufferoldatban a gyartoi leiras
alapjan tortént [a biotint dimetilformamidban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldottuk
fel és 0,1 mg/ml pufferoldatban higitottuk]. A biotinilaciot kovetden a sejtfehérjéket
mintapufferben (8 M urea, 2 M tiourea, 3% (w/v) natrium-dodecil-szulfat (SDS), 75 mM DTT,
50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% (v/v) glicerol, 0,5% bromfenolkék, 40 uM leupeptin és 10 uM
E-64) oldottuk fel. A fehérjekoncentraciokat dot-blot alapii modszerrel hataroztuk meg, ahol a
marha szérum albumin (BSA) eltér6 higitasai szolgaltak standardnak. A fehérjemennyiséget
minden esetben egységesen 2 mg/ml-re allitottuk be. A specialis agardz erdsitett 2%-os géleken
a PAGE utan a titin izoforméakat Immobilon-FL PVDF membranra transzferaltuk (Millipore,
Billerica, MA, USA). A membranok 2% BSA/PBST-ben (0,1% Tween) torténd blokkolasat
kovetden a biotinnal jelolt SH-csoportokhoz fikoeritrin-konjugalt (PE) streptavidint (Jackson

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) kotottink. A teljes fehérjemennyiséget
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szuperérzékeny blotfestékkel (UD-GenoMed, Debrecen, Magyarorszag) kvantitativ modon
hataroztuk meg. A fluoreszcens jeleket géldokumentacids rendszerrel (MF-ChemiBIS 3.2,
DNR Bio-Imaging Systems, Jeruzsalem, Izrael) detektaltuk, majd a kapott denzitasokat
(szabad/redukalt SH tartalom) az 6sszfehérjemennyiségre normalizaltuk. A szabad/redukalt SH
tartalombol (100%) az izoformak oxidalt SH tartalma is meghatarozhato (100 — oxidativ

kezeléseket kdvetd szabad/redukalt SH tartalom).
A titin izoformak karbonilacidjanak meghatarozasa OxyBlot™ médszerrel

A titin izoformak karbonil-csoport tartalmanak meghatarozasat OxyBlot™ (OxyBlot
Protein Oxidation Detection Kit, Millipore, Billerica, MA, USA) gyari kit alkalmazasaval
végeztik a gyartdi leirds szerint. Ennek megfelelden az izolalt és permeabilizalt
szivizomsejteket 200 pl Fenton reagenst (50 uM FeSOs, 1,5 mM H202, 6 mM aszkorbinsav,
Sigma, St. Louis, MO, USA) tartalmaz6 relaxald oldatban kezeltiik 7 percig. Ezt koveten a
szivizomsejteket mintapufferben szolubilizaltuk (8 M urea, 3% SDS, 50 mM Tris-HCI pH 6,8,
40 uM leupeptint és 10 uM E-64-et tartalmaz), és a karbonil-csoportokat 2,4-dinitrofenil-
hidrazinnal (DNPH) derivatizaltuk. A derivatizalast kovetden a titin fehérjét tartalmazo pelletet
mintapufferben oldottuk (8 M urea, 2 M tiourea, 3% (w/v) natrium-dodecil-szulfat (SDS), 75
mM DTT, 50 mM Tris-bazis (pH 14), 10% (v/v) glicerin, 0,5% bromfenolkék, 40 uM leupeptin
é¢s 10 uM E-64), majd a fehérjekoncentraciokat dot-blot technikaval hataroztuk, ahol a
standardokat a BSA eltéré higitasai szolgaltattak. A fehérjekoncentraciokat egységesen 2
mg/ml-ben adtuk meg. A titin izoformakat specialis agar6z erésitett 2%-os géleken valasztottuk
el egymastol. Elektroforézist kovetden, a fehérjéket Immobilon-FL. PVDF membranra
transzferaltuk. Blokkolast kovetden a kovetkezo antitestekkel valo jelolést alkalmaztuk: primer
(anti-nyal DNPH antitest 1:150, 1 6ra) majd biotinnal konjugalt masodlagos antitest (kecske
anti-nyal IgG 1:1000, 45 perc), 1% BSA/PBST-ben higitva. A biotinnal jelolt karbonil-

csoportokat fikoeritrin-konjugalt (PE) streptavidinnel tettiikk lathatova. A titin izoformakat
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érzékeny membranfestékkel vizualizaltuk. A szamszerisitett adatokat a kezeletlen kontrollok

jelintenzitasara vonatkoztatva adtuk meg (karbonilacios index, AU).

A HSP27 és az aB-Krisztallin expressziojanak meghataroziasa Western blot technikaval

Izolalast és permeabilizalast kovetden a BK-i szivizomsejteket SDS mintapufferben
(Sigma, St. Louis, MO, USA) proteaz inhibitorok jelenlétében (10 uM E-64 és 40 uM
leupeptin) oldottuk. A fehérjekoncentraciot a fent emlitett dot-blot alapi modszerrel hataroztuk
meg ¢és 2 mg/ml-re allitottuk be. A fehérjéket 8% SDS-poliakrilamid géleken valasztottuk szét,
majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membranokat 5% BSA/PBST-ben (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) blokkoltuk és primer [anti-HSP27 (1:300) vagy anti-aB-
krisztallin (1:1000), Abcam-ban, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag] és masodlagos antitestekkel
[peroxidaz-konjugalt kecske anti-egér (1:100000) vagy kecske anti-nyul (1:300), Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA] jeloltik. A fehérjesavokat kemiluminenszcens reakcidval
detektaltuk. A teljes fehérjemennyiséget érzékeny membranfesték alkalmazasaval

szamszerusitettik.

Immunhisztokémia

A szivizomsejteket a fagyasztott BK-i szivizomszdvetbdl izolaltuk és permeabilizaltuk a
fent leirtak szerint. A permeabilizalt szivizomsejtek targylemezre fixalasat acetonnal végeztiik.
Ezt kovetden a mintdkat 20 percen keresztiil metanolban inkubaltuk, majd a mosési 1épéseket
kovetéen kecskeszérumban blokkoltuk (1,5% PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Ezutan a szivizomsejteket primer [anti-HSP27 (1:50), anti-aB-krisztallin (1: 300), (Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) és anti-titin (1:50, T11, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
¢s T63, Wolfgang A. Linke, Bochum, Németorszag)] és masodlagos antitestekkel [kecske anti-
nyul Cy2 ¢és Cy3 és biotinilezett kecske-anti-egér (1:200, Jackson ImmunoResearch, West

Grove, PA, USA)] jeloltiik. A biotinilalt antitesteket Cy2- és Cy3-konjugalt streptavidinnel
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(1:500, Jackson, Bar Harbor, ME, USA) tettiik lathatova. A képeket egy Nikon Eclipse 80i
fluoreszcens mikroszkop segitségével készitettiik (Nikon, Tokio, Japan). A rogzitett miocitak

képeit az Imagel szoftverrel dolgoztuk fel.

4.2. Médszerek I1: Bal kamra hipertrofia allatmodellje

Felhasznalt szivizommintak

A fokozott nyomasterhelés altal kivaltott patologias hipertrofia allatmodelljének
beallitasat és karakterizalasat a Semmelweis Egyetem Varosmajori Sziv- és Ergyogyészati
Klinika munkatarsai végezték. A Sprague-Dawley patkanyokat (n= 67; 5-6 hetes koru; 160-180
g sulyu; Janvier, Franciaorszag) szabvanyos laboratoriumi koriilmények (22 =2 °C-on, 12 6ras
vilagos/sotét ciklusokkal) kozott tartottak ahol az étel és viz ad libitum biztositott volt. A
vizsgalatok a kisérleti allatok tartasarol és felhasznalasarol szol6 nemzetk6zi szabalyok (Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals, US National Institutes of Health 1996; 85-23)
eléirasainak megfeleléen torténtek, a Baden-Wiirttembergi allatetikai bizottsag kiilon

engedélyével (engedély kodszama: G-94/15).
Hasi aorta miitéti besziikitése és a kisérleti allatcsoportok

Az akklimatizacios id6 elteltével (1 hét), az allatokon aloperacié (Sham/kontroll) vagy
a hasi aorta miitéti besziikitése (abdominalis aortic banding, AB) tortént®®. Az AB operaci6
(n= 39) soran az aorta hasi szakaszanak sziikitése egy 22G-s tii kiilsé atmérdjével azonos
méretre lett beallitva. A Sham allatok (n= 28) az aorta besziikitésétol eltekintve, ugyanezen az
operacion mentek keresztiil. A miitétet kovetd fajdalom csillapitasara buprenorfin (0,05 mg/kg

dézisban) injekcid alkalmazasara kertilt sor.

Kiserleti csoportok

Az operacios eljarasokat kovetden az allatokat hat csoportba osztottuk: (1) Sham-6hét (n= 9):

a csoport tagjait az aloperaciot kovetden 6 hétig, (2) AB-6hét (n= 13): a csoport tagjait az aorta
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sziikitést kovetden 6 hétig, (3) Sham-12hét (n=9): a csoport tagjait az aloperaciot kovetden 12
hétig, (4) AB-12hét (n= 13): a csoport tagjait az aorta sziikitést kovetéen 12 hétig, (5) Sham-
18hét (n= 10): a csoport tagjait az aloperaciot kovetden 18 hétig, (6) AB-18hét (n= 13): a

csoport tagjait az aorta sziikitést kovetden 18 hétig kovettiik.
Szivizomsejtek mechanikai mérése

A mélyfagyasztott (-80 °C) BK-i szivizomszdvetek izolaladsat €s permeabilizaldsat,
valamint a kontraktilis mérérendszerhez vald rogzitését a korabban leirtak alapjan végeztiik.
Az izometrids eréket egységesen 2,3 um szarkomerhosszon mértiik. A szivizomsejtek Ca?*-
fiiggd erdértékeinek meghatarozasat a preparatum relaxald oldatbol-aktivald oldatba torténd
atvitelével valdsitottuk meg. A Ca®*-koncentraciokat —log10[Ca®*] egységekben tiintettiik fel,
mely alapjan a relaxalé oldat pCa 9,0-nek, mig a maximalis aktivalo oldat pCa 4,75-nek felelt
meg. A kardiomiocitak aktiv eréértékét (Fakiv) és Ca?'-érzékenységét (pCaso) maximalis,
(pCa=4,75) és szubmaximalis (pCa=5,2-7,0) Ca®*-koncentraciok mellett regisztraltuk. A
szubmaximalis pCa altal kivaltott aktiv eréértékeket a maximalis erére (Fmax, pCa=4,75)
normalizaltuk és egy speciélis szigmoid fiiggvénnyel (médositott Hill-egyenlet) illesztettiik**V
az Origin 6.0 elemz6 program (OriginLab, Northampton, MA, USA) segitségével. Az igy
kapott, ugynevezett Ca®*-érzékenységi gorbébdl a félmaximalis erdkifejtéshez sziikséges pCa

érték (pCaso) szarmaztathatd, mely a szivizomsejtek Ca?*-érzékenységét Snmagaban megadja.

A szivizomsejtek Ca®*-fiiggetlen passziv erejét (Fpassziv) relaxdlé oldatban a korabban
leirtak alapjan végeztiik. Kisérleteink soran minden eréértéket normalizaltunk a szivizomsejtek
keresztmetszetére (sejt szélességébdl €s magassagabol szamitva). Minden egyes mérés végén a
szivizomsejtek stabilitdsat szaturald [Ca®']-jti oldattal ellendriztiik. A szivizomsejtek

izometrikus eréértékeit LabView-DAQ (National Instruments, Austin, TX, USA) programmal

rogzitettiik és MyoD programban értékeltiik ki.
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A cTnl és cMyBP-C fehérjék foszforilacios allapotanak vizsgalata

A BK-i szivizomsejteket a mechanikai mérésekhez hasonléan izolaltuk ¢és
permeabilizaltuk, majd SDS mintapufferben oldottuk. A fehérje koncentraciokat dot-blot
technikaval borju szérum albumin (BSA) kalibracios oldatsorral hataroztuk meg és egységesen
2 mg/ml-re allitottuk be. A kardialis troponin I (¢Tnl) és a kardialis miozinkoté C-fehérje
(cMyBP-C) elvalasztasat 12% és 4%-0S poliakrilamid gélek alkalmazasaval végeztik és a
fehérjéket protein standard alapjan azonositottuk (ProSieve, Lonza Rockland, Inc., Rockland,
ME, USA). Gélelektroforézist kdvetden a mintakat nitrocelluldz membranra transzferaltuk,
majd a membranokat 2% BSA/PBST-ben (0,1% Tween), blokkoltuk (30 perc). Ezt kveten a
fehérjéket PKA-dependens Ser-22/23-as helyen, PKC-fiiggd Ser-43-as és Thr-144-es helyen
foszforilalt ¢Tnl, valamint PKA-medialt Ser-282-es helyen foszforilalt cMyBP-C ellenes
primer antitestekkel jeloltiik [(anti-cTnl Ser-23/24 (1:1000), anti-cTnl Ser-43 (1:500) és anti-
cTnl Thr-144 (1:500) (Abcam, Cambridge, UK) és anti-cMyBP-C Ser-282 (1:500, Enzo Life
Sciences, Farmingdale, New York)]. A szignalokat peroxidaz-konjugalt anti-nyal IgG
masodlagos antitestek (1:300) (Sigma Aldrich, St.Louis, MO, USA) alkalmazasaval
detektaltuk. A teljes fehérjemennyiséget ¢rzékeny blotfestékkel hataroztuk meg. A

kemilumineszcens jeleket az 6sszfehérjemennyiségre normalizaltuk.

Statisztika

A fehérjesavok jelintenzitdsait az ImagelJ képfeldolgoz6 program (Nemzeti
Egészségiigyi Intézetek, Bethesda, Maryland, USA) és a Magic Plot (Magicplot Systems,
Szentpétervar, Oroszorszdg) szoftverek segitségével szamszerisitettilk. A statisztikai
szignifikanciat varianciaanalizissel vizsgaltuk (ANOVA, majd Bonferroni post hoc tesztje).
Az eredmények értékeléséhez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
Kalifornia, USA) szoftvert hasznaltuk. Az értékeket atlagtkozépérték kozepes hibaja (SEM)

értékként adtuk meg. A P<0,05 értéket tekintettiink statisztikailag szignifikansnak.

32



5. Eredmények

5.1. A titin-dependens passziv fesziilés és titin izoformak oxidativ modosulasainak
tanulmanyozasa a szivizomsejtek fejlodése soran

Kisérleteink elsé 1épésében sikeriilt igazolnunk azokat a korabbi megfigyeléseket, miszerint
a szivizomsejtek posztnatalis adaptacidja soran a titin merevebb N2B izoformajanak
expresszioja - valtozatlan titin 6sszfehérjemennyisége mellett - a rugalmas N2BA izoformaval
szemben fokozodik 1%, ami egyuttal a szivizomsejtek Ca?*-fiiggetlen passziv erejének (Fpassziv)
fokozodasat is eredményezi’®® (5. dbra). A korabbi szakirodalmi adatok teljeskorii
reprodukalasa arra utalt, hogy dacara azoknak a technikai nehézségeknek, melyek a titin fehérje
oridsi méretébdl, valamint az 0jszilott patkdny sziv rendkiviil kis bal kamra tomegébdl

szarmaznak, kisérletes elrendezésiink alkalmas célkitiizéseink elérésére.
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5. abra. A titin izoformak Kkifejez6désének passziv fesziilésre Kifejtett hatasa. A BK-i
szivizomsejteken végzett erdmérések soran az Fpassiv @ szarkomerhossz novelésével (SL; 1,9-2,5 pum)
minden korcsoportban emelkedett, azonban a 0 és 7 napos patkanyok BK-i szivizomsejtekben az
erértékek alacsonyabbak voltak a 21 napos és felnétt erdértékekhez viszonyitva (0,11+0,01 kN/m? vs.
0,26+0,02 kN/m? vs. 0,56+0,02 kN/m?, 2,1+0,08 kN/m? SL: 2,3 um, *P<0,05, n= 6-13) (A).
Geélelektroforetikus vizsgalati eredményeink szerint 8z N2BA/N2B aranyok megoszlasa életkorfiiggd
sajatossagot mutatott (N2BA/N2B arany: 80+1%/20+1%; 41£1%/59+£1%; 10+1%/90+1% és
5+1%/95+1%, 0, 7, 21 napos és felnbtt patkany szivizomsejtekben, n= 33-71) (B) (sajat kisérlet).
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5.1.1. A titin izoformak SH oxidacidja életkorfiiggé modon noveli az Fpassziv-0Ot

Elso lépésként az Fpassziv SH oxidativ érzékenységét vizsgaltuk a sziiletést kdvetden. Az
SH-csoportokat oxidalé DTDP (10 mM) kezelést kovetden a titin-alapl Fpassiv szignifikansan
emelkedett minden korcsoportban, azonban a 0 napos és 7 napos patkany szivizomsejtekben ez
a novekedés nagyobbnak bizonyult, szemben a 21 napos és feln6tt korcsoportokban mért
erdértékekkel (kontroll értékek valtoztak: 0,09+0,02 kN/m?-rdl 0,18+0,03kN/m?-re kezelést
kovetden a 0 napos csoportban; 0,19+0,02 kN/m2-rél 0,31+0,04 kN/m?-re a 7 napos allatban;
0,45+0,07 kN/m?-r6l 0,60+0,07 kN/m?-re a 21 napos csoportban, és 2,35+0,11 kN/m2-rél
2,76+0,16 kN/m?-re a felnétt patkanyban, SL: 2,3 pm, P<0,05 vs. kontroll, n= 6-8
szivizomsejt/legalabb 3 kiilonb6z6 szivbol) (6. dbra). A DTDP kezeléseket koveté SH oxidacio
reverzibilitasat a tiol-csoportokot redukaldé DTT (10 mM) alkalmazasaval teszteltik. Az
emelkedett Fpassiv értékeket a DTT redukaloszer minden korcsoportban hatékonyan revertalta
(0,10+0,01 kN/m?; 0,21+0,02 kN/m?; 0,510,08 kN/m? és 2,28+0,12 kN/m? a 0, 7, 21 napos és

feln6tt allatokban, SL: 2,3um; n= 6-8 szivizomsejt legalabb 3 kiilonb6z6 szivbol) (6. dbra).
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6. abra. A DTDP hatiasa a Kkiilonbozé életkoru szivizomsejtek Fpassiv értékeire. Az
oszlopdiagrammok a DTDP-kezelések utani Fpassiv valtozasait mutatjak a 0 (A), 7 (B), 21 napos (C) és
feln6tt (D) allatokban, amit a szekvencialisan alkalmazott SH-csoportokat redukalé DTT kezelés
kovetett. Az adatokat atlag+SEM értékekben fejeztiik ki, ahol *P<0,05 a kontrollhoz viszonyitva.
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Az erdmérésekkel parhuzamosan biotinilacidos esSzén alapuld vizsgdlatok soran
megfigyeltiik az N2BA és N2B titin izoformédk SH oxidativ valtozéasait a DTDP expoziciot
kovetden. A DTDP az N2BA ¢és N2B titin izoformék szabad SH-csoport tartalmat a
funkcionalis méréseinkhez hasonldé mértékben csokkentette (normalizalt SH-csoport tartalom:
100%, a DTDP kezelés el6tt; kontroll) a 0, 7, 21 napos és felndtt permeabilizalt
kardiomiocitakban (azaz: 80+1%, 71+£1%, 64+1% és nem detektalhatd, az N2BA titin
izoformaban; és: 74+1%, 62+2%, 53+2% és 32+2% az N2B titin izoformaban; fenti sorrendben,
P<0,05 vs. kontroll, n= 8-23) (7. dbra). A felnétt N2BA titin izoforma szabad SH-csoport
tartalmat a rendkiviil alacsony expresszios szintje miatt nem lehetett detektalni. A redukalt SH-
csoportok érzékeny jelintenzitasa a DTT alkalmazasat kovetden visszatért a kontroll szintre,
rdadasul az O6nmagédban alkalmazott DTT nem volt hatassal a szivizomsejtek SH-csoport

oxidaciojara (7. dbra).
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7. abra. A DTDP-indukalt titin izoformak SH-csoport oxidiciéja a sziiletés utani szivfejlodés
soran. A DTDP kezelések utan az N2BA ¢és N2B titin izoformak szabad/redukalt SH-csoport tartalmat
biotinilacidos modszerrel hatdroztuk meg, és az izoformdk Osszfehérjetartalmat blotfestékkel tettiik
lathatova minden korcsoportban (A-D). A savok optikai denzitasanak aranyat (redukalt SH-csoport
tartalom/titin 6sszfehérje) a kontroll értékekre normalizaltuk minden membranon (n= 10-16 sziv). A T2
a titin degradacios terméke, amely elsésorban a titin A-szakaszban talalhatd szegmensét tartalmazza%%),
Az adatokat atlag+SEM értékekben adtuk meg, ahol *P<0,05 a kontroll értékekhez viszonyitva. A

feln6tt szivizomsejtekben az N2BA izoforma alacsony expresszidja miatt nem detektalhato (D).

5.1.2. A titin izoformak karbonilacidja életkorfiiggé modon noveli az Fpassiv-Ot

Kisérleteink kovetkezd 1épésében a titin fehérje karbonilaciojanak Fpass;iv értékekre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk Fenton reagens jelenlétében a kiilonb6z6 életkoru permeabilizalt

BK-i szivizomsejtekben. A korabbi kisérletekhez hasonloan megkiséreltiik a Fenton hatasokat
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a DTT alkalmazasaval megforditani. A 8. abra szemlélteti, hogy a Fenton reagens
szignifikansan novelik a Fpassziv-0t @ 0, 7, 21 napos ¢és felndtt csoportokban, azonban ennek a
novekedésnek a relativ mértéke fokozatosan csokkent az életkor eldrehaladtaval (azaz:
0,11£0,01 kN/m2ré1 0,22+0,01 KN/m?re a 0 napos patkanyokban; 0,26+0,02 kN/m2-rél
0,44+0,05 KN/m?-re a 7 napos allatokban; 0,49+0,03 KN/m?-r61 0,69+£0,06 kN/m?-re a 21 napos
csoportokban és 2,17+0,05 KN/m2-rél 2,59+0,10 KN/m?-re a felndtt patkanyokban, P<0,05 vs.
kontroll, n= 6-7 kardiomiocita legalabb 3 kiilonb6z6é szivboél). Mindezen hatasokat a DTT
teljesen revertalta a 0, 7 és 21 napos korcsoportokban, azonban a felnétt szivizomsejtekben ez
areverzibilitas nem volt megfigyelhetd (Fpassziv: 0,11£0,01 kN/m?; 0,22+0,02 kN/m?; 0,35+0,03
KN/m? és 2,94+0,15 kN/m?, a fenti sorrendben, P<0,05 vs. kontroll, n= 6-7 szivizomseit

legalabb 3 kiilonb6z6 szivbol) (8. abra).
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8. abra. A titin karbonilici6 hatisa a szivizomsejtek Fpasoiv értékeire a sziiletést kovetéen. A BK-i
szivizomsejtek titin-dependens Fpa.ssiv értékeit relaxalo oldatban (kontroll), Fenton reagens jelenlétében
(Fenton), valamint DTT-vel torténd inkubaciot kdvetden hataroztuk meg a négy korcsoportban (A-D).

Az adatokat atlag+SEM értékekben tiintettiik fel, ahol *P<0,05, n= 6-7 szivizomsejt minden csoportban.
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Parallel biokémiai vizsgalatok soran OxyBlot™ modszerrel végeztiik az N2BA és N2B titin
izoformadk karbonil-csoport képzddéseinek meghatarozasat a kiilonbozo életkort szdveti
homogenizatumokban. A 9. abra szemlélteti, hogy a karbonil-csoportok szintje (a kezeletlen
kontroll karbonilacios indexe: 1 AU) a Fenton reagenssel valo inkubaciot kovetden jelentésen
megndétt, bar mindez latszolag negativ korrelacioban volt az életkorral (2,57+0,06 AU,
2,37+0,02 AU, 1,35+0,03 AU a 0, 7, 21 napos allatokban az N2BA titin izoformakban,
valamint: 2,90+0,10 AU, 2,57+0,04 AU, 1,79+0,03 AU, 1,51+£0,02 AU a 0, 7, 21 napos és
feln6tt N2B titin izoformakban, P<0,05, n= 9-18 legalabb 3 kiilonb6z6 szivbol). Az N2BA titin
izoforma karbonilaciojat a felnétt patkanyokban nem lehetett értékelni, annak alacsony
expresszios szintje miatt. A titin karbonilacié mértékét a DTT visszaforditottaa 0, 7 €s 21 napos

szivizomsejtekben, azonban a felndtt csoportokban ez nem volt megfigyelhetd (9. dbra).
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9. abra. A titin izoformak Fenton-indukalt karbonilaciéja az eltéré fejlettségi allapotu
szivizomsejtekben. A kiilonboz6 korcsoportok szivizom mintait Fenton reagenssel kezeltiik, majd a
fehérje karbonilaciojat Oxyblot™ modszerrel (n= 9-16 sziv) vizsgaltuk. A titin dsszfehérjemennyiséget
nagyon érzékeny blotfestéssel hataroztuk meg. A karbonilacio mértékét relativ értékekben fejeztiik ki
(CI=1, a relaxald oldatban kapott jelintenzitasok alapjan, kontroll) (A-D). Az adatok atlag+SEM
formaban szerepelnek, *P<0,05. A T2 titin fehérje bomlasterméke. Az N2BA titin izoforma

karbonilacioja felnétt patkany szivizomsejtekben nem detektalhato (D).
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5.1.3. HSP27 és aB-krisztallin fehérjék miofibrillummal-asszocialt mennyisége
fokozodik a szivizomsejtek fejlodése soran

A0, 7, 21 napos ¢s felndtt patkdnyok permeabilizalt szivizomsejtjeiben a HSP27 és az
aB-krisztallin fehérjék expresszios szintjének vizsgalatat Western blot technika alkalmazasaval
végeztilk. Eredményeink azt mutattak, hogy a HSP27 [1,04+0,08; 2,14 + 0,30; 3,04+0,49;
4,83+0,54) relativ értékekben kifejezve a 0, 7, 21 napos és felnétt patkdnyokban, P<0,05 (a 0
nap a referenciaszint: 1), n= 9-17 legalabb 3 kiilonb6z6 szivbol (10A. abra)] és aB-krisztallin
[1,00+0,11; 1,61+0,19; 3,23+0,86; 4,42+0,96 a 0, 7, 21 napos ¢és felnétt szivben, P<0,05 vs. 0
nap, n= 8-15 legalabb 3 kiilonb6z6 szivbol (10B. dabra)] kifejezodése a szivizomsejtek

¢letkoraval parhuzamosan fokozddott.
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10. abra. A HSP27 és az aB-krisztallin expresszios szintje a szivfejlodés soran. A Western blot (WB)
vizsgalatok reprezentativ membranképei demonstraljak a HSP27 (A) és az aB-krisztallin (B)
expresszios szintjét a permeabilizalt szivizomsejtekben az életkor elérehaladtaval. A HSP27 és az aB-
krisztallin fehérjéket specifikus antitestekkel jelSltiik, és az expresszios szintjiiket normalizaltuk az aktin
fehérje expresszidjahoz. A szimbolumok (*) a 0 napos patkanyokhoz (kontroll) viszonyitott szignifikans

kiilonbséget jelolik. Az adatok atlag+SEM értékekben abrazoltuk relativ skalan (rel.) (n= 6-8 sziv).

40



Ezt kovetden a biokémiai megfigyeléseinket immunhisztokémiai vizsgélatokkal
egészitettiik ki, annak céljabol, hogy tanulmanyozzuk a HSP27 (11A. abra) és aB-krisztallin
(11B. dbra) fehérjék kolokalizacidjat a titin molekulaval. Mind a két fehérje esetében
figyelemre mélto kolokalizacié volt megfigyelheto a titin oriasfehérjével a szivizomsejtek érése

soran.

A 0 napos 7 napos 21 napos Felnott

Titin
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Merged

Titin

aB-krisztallin

Merged

11. abra. A HSP27 és az aB-krisztallin kotédése a titin molekulahoz. A kiilénb6z6 korcsoportok
szivizomsejtjeit anti-titin T11 (zdld) és anti-HSP27 (piros) (A) vagy anti-titin T63 (z6ld) és anti-aB-
krisztallin (piros) antitestekkel (B) jeloltiik. Cy2- vagy Cy3-konjugalt masodlagos antitesteket
hasznaltunk a detektalashoz. A ,,Merged” az egyesitett képeket jeloli. Hasonld megfigyeléseket kaptunk

négy fliggetlen immunhisztokémiai vizsgalat soran.
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5.1.4. Osszefiiggés a titin-dependens Fpasziv és @ titin izoformak oxidativ

érzékenysége, valamint a hésokkfehérjék novekvo expresszios szintje kozott a

szivizomsejtek érése soran

Az Fpassziv oxidativ érzékenysége, illetve az ezt meghatarozo titin izoformak (N2BA és N2B)

oxidativ érzékenysége DTDP ¢és Fenton reagens alkalmazasat kovetden erds negativ korrelaciot

mutatott a két hésokkfehérje fokozatos kifejezdédésével a posztnatalis adaptacio soran (12.

,
dbra).
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12. abra. Az sHSP-k expresszids szintjei korreldlnak az Fpassiv €és a titin izoformak oxidativ

valtozasaival. Er6s 6sszefiiggéseket talaltunk a HSP27 vagy az aB-krisztallin expresszios szintje és a

DTDP- vagy Fenton-indukalt AF.s.iv (A-D) oxidativ érzékenysége kozott a sziv fejlodését kovetden.

AzN2B és N2BA titin izoformak oxidalt SH tartalma és karbonilacios indexe minden csoportban erésen

korrelalt a HSP27 vagy az aB-krisztallin korral fokoz6dé expresszios szintjével (E-H). A korrelaciokat

linearis regresszio alkalmazasaval értékeltiik. Az adatpontok atlag-SEM formaban szerepeltettiik.
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5.2. Miofilamentalis valtozasok vizsgalata a nyomasterhelés-indukalt patologias
hipertrofia patkanymodelljén

A kutatomunkank masodik részében célunk volt tanulményozni a nyomas-talterhelés soran
kialakul6 patoldgias szivizom hipertrofia kontraktilis paraméterekre (Fmax, PCaso és Fpassziv) €s
miofilamentalis fehérjékre (cTnl és cMyBP-C) kifejtett stadium-fiiggd valtozasait.
5.2.1. A maximalis Ca?-aktivalt erégeneraci6 nem valtozott a korai és kés6i
patologias hipertrofiaban

A Ca?*-aktivalt erdgeneraciot (Fuiv) @ Sham és AB allatokbdl izolalt bal kamrai
szivizomsejteken tanulmanyoztuk 6, 12 és 18 hetes aorta szikitést kovetéen. A Sham
csoportokbdl szdrmazo kardiomiocitdk maximaélis Ca?*-aktivalt aktiv ereje (Fmax) nem
kiilonbozott szignifikansan (6hét: 15,32+0,78 kN/m?; 12hét: 14,19+0,47 kN/m?; 18hét:
13,62+0,79 kN/m?, n= 9-10 szivizomsejt/csoport) a megfeleld AB csoportokban (6hét:
13,57+0,69 kN/m? 12hét: 13,01+0,76 kN/m? 18hét: 15,49+1,02 kN/m? P<0,05, n= 13

szivizomsejt/csoport) mért eréértékekhez viszonyitva.(13. abra).
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13. abra. A BK-i permeabilizalt szivizomsejtek mechanikai teljesitménye a Sham-operalt és aorta

fiiggvényében 2,3 um szarkomerhosszon mértikk (A-C). A szivizomsejtek pCa=4,75 mellett mért

maximalis erejét (Fmax) kiillon oszlopdiagrammon abrazoltuk (D-F). Az adatokat atlag+SEM formaban
tiintettiik fel, n=9-13/csoport.
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5.2.2. A szivizomsejtek Ca?*-érzékenysége nétt a korai patolégias hipertrofiaban

A valtozatlan Fmax kontraktilis paraméterrel szemben, a szivizomsejtek pCasp értéke
szignifikansan nétt az AB-6hét csoportban (5,88+0,02, P<0,05) a Sham-6hét csoporthoz
(5,73+0,01) képest, ami a miofilamentumok megndvekedett Ca?*-érzékenységére utal (14A.
dbra). Az AB-6hét szivizomsejtekben mért pCasg értékek az AB-12hét (5,77+0,01) és AB-
18hét csoportokhoz (5,74+0,01) képest is szignifikdnsan nagyobbak voltak (14D. dbra). Ez
utobbi két (AB-12hét és AB-18hét) csoport Ca®*-érzékenysége nem kiilonbozott jelentdsen a

megfeleld kontroll csoportoktol (Sham-12hét: 5,75+0,01 és Sham-18hét: 5,74+0,02) (14B-C.

abra).
A 6. hét B 12. hét c 18. hét
1,09 -© Sham 1,01 1,0n
> = AB 2 2
£ 08+ £ 08 £ 089
W w ‘L
= 061 = 06 = 061
N N N
T 0,41 T 0,44 T 0,44
E E E
S 024 S 024 S 02
S o2 S 02 S 02
0 T T T T T 1 0+ T T T T 1 04 T T T T 1
70 65 60 55 50 45 70 65 60 55 50 45 70 65 60 55 50 45
pCa pCa pCa
D
. *k%
*kk  kkk
6,1 ——
6,0 o

91 < am
581 ©© op0 A
57 '.?..‘ #"ﬁ“%

55
Al

pCas

6. hét 12. hét 18. hét
B sham B AB

14. abra. Az izolalt szivizomsejtek Ca?*-érzékenysége a fokozott nyomasterhelés altal eldidézett
BK hipertréfiaban. A normalizalt aktiv eré-pCa 0Osszefliggések illesztése soran a szivizomsejtek
szigmoid Ca?*-érzékenységi gorbéjét abrazoltuk minden vizsgalt csoportban (A-C). A félmaximalis
kontrakci6 kivaltasahoz sziikséges Ca?*-koncentraciot (pCaso) kiilon diagrammon hasonlitottuk dssze
(D). Az adatokat atlagtSEM formaban adtuk meg, n= 9-13 szivizomsejt/csoport. A mérési adatok

csoportonként 6 allatbol szarmaztak, ***P<0,001.
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5.2.3. A titin-dependens passziv fesziilés nem valtozott a patolégias hipertrofia
fejlodése soran a vizsgalt patkanymodellben

A permeabilizalt szivizomsejtek Ca?*fliggetlen passziv fesziilése nem valtozott a patologias
BK hipertrofia korai (AB-6hét: 1,34+0,01 kN/m?) és késéi (AB-12hét: 1,09+0,04 kN/m? és AB-
18hét: 1,05+0,09 kN/m?, n=9-13 szivizomsejt/csoport) staddiumaiban a megfeleld Sham
csoportokhoz viszonyitva (Sham-6hét: 1,07+0,08 KN/m?; Sham-12hét: 1,14+0,07 kN/m? és

Sham-18hét: 1,15+0,14 kN/m?) (15. dbra).
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15. abra. A szivizomsejtek titin-alapa passziv fesziilése a kompenzalt és dekompenzalt BK
hipertrofiaban. A preparatumok Ca?*-fiiggetlen passziv fesziilése 2,3 um szarkomerhosszon, relaxalo
oldatban mérve (pCa=9,0) (A-C). Az értékek atlagtSEM formaban szerepelnek, n= 6-13

szivizomsejt/csoport.

5.2.4. A cTnl PKC-medialt Thr-144 oldallanc hiperfoszforilacidja és valtozatlan
cMyBP-C oldallanc-specifikus foszforilacio a korai patologias bal kamra
hipertrofiaban

Western blot kisérletek soran vizsgaltuk a miofilamentalis rendszer Ca?*-érzékenységében
dontd szerepet jatszo két fehérje (cTnl és cMyBP-C) PKA- és PKC-specifikus oldallancainak
foszforilacios allapotat. A cTnl foszforilacidja nem mutatott kiilonbséget a PKA-dependens
Ser-22/23 (Sham-6hét, 12hét és 18hét: 1,00+0,08, 1,00+0,05 és 1,00+0,05; AB-6hét, 12hét és
18hét: 0,91+0,08, 1,09+0,09 és 1,00+0,06, n= 3 kiilonbozo sziv/csoport, relativ egységekben)
(16A. dbra) és a PKC-fiiggd Ser-43 oldallancokon (Sham-6hét, 12hét és 18hét: 1,00+0,03,

1,00+0,03 és 1,00+0,07; AB-6hét, 12hét és 18hét: 1,03+0,07, 1,07+0,08 és 1,05+0,14, n= 3
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kiilonb6z6 sziv/csoport, relativ egységekben) (16B. dabra) a vizsgélt csoportokban. A cTnl
PKC-altal medialt Thr-144-es oldalldnca azonban hiperfoszforilalt volt az AB-6hét csoportban
(1,51+0,09) mind a Sham parjahoz (0,98+0,04, *P<0,05), mind a tobbi AB csoporthoz képest
(Sham-12hét és 18hét: 1,00+0,04 és 1,00+0,05; AB-12hét és 18hét: 1,07+0,09 és 0,91+0,04, n=
3 kiilonboz6 sziv/csoport, *P<0,05, relativ egységekben) (16C. dabra). Ugyanakkor nem
talaltunk kiilonbséget a cMyBP-C foszforilaltsagaban a PKA-dependens Ser-282 oldallancon a
csoport parokon beliil és a csoportok kozott (Sham-6hét, 12hét és 18hét: 1,00+0,03, 1,00+0,06
és 1,00+0,01; AB-6hét, 12hét és 18hét: 1,05+0,11, 0,96+0,12 és 0,99+0,07, n= 3 kiilonb6z6

sziv/csoport, relativ egységekben) (16D. abra).
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16. abra. A c¢Tnl és a cMyBP-C fehérje site-specifikus foszforilaciojanak meghatarozasa a BK
hipertréfiaban Western blot (WB) technikaval. Az aloperalt (Sham) és aorta szikitésen (AB) atesett
csoportok 12%-0s (cTnl) és 4%-0s (cMyBP-C) poliakrilamid géleken elvalasztott fehérjéit
molekulasuly (kDa) alapjan ProSieve fehérje markerrel azonositottuk és oldallanc-specifikus
antitestekkel jeloltiik. Az dsszfehérjemennyiség meghatarozasa szuperérzékeny blotfestéssel tortént. Az

adatokat atlagérték+SEM formaban tiintettiik fel, n= legalabb 3 kiilonb6z6 szivboél/csoport, *P<0,05.
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6. Megbeszélés
A titin fehérje oxidacioval szembeni védettsége a szivizomsejtek fejlodése soran fokozodik

Tanulményunkban elsé alkalommal jellemeztiik a titin fehérje oxidacidéjanak passziv
fesziilésre kifejtett hatasat a sziv sziiletést kovetd adaptacioja soran. Megtigyeléseink alapjan,
a fehérje SH oxidacidjanak és karbonilacidjanak is hasonlod hatasa van a titin izoformakra
(N2BA és N2B), valamint a titinhez k6t6d6 kis hésokkfehérjék (HSP27 és aB-krisztallin)
védelmet nytjthatnak az oxidativ modositasok alkalmazott formaival szemben. Erdekes modon
azonban, ez a feltételezett hdésokkfehérje-kozvetitett védelem fokozatosan épiil fel a
posztnatélis szivizomsejt életkordval, barmilyen kisérletes stressz befolyasoldsa nélkiil (azaz
kontroll, kezeletlen szivizomsejtekben).

Kisérleteinkben a titin-dependens passziv er6 alakulasat oxidativ expozicionak kitett
izolalt és permeabilizalt bal kamrai szivizomsejteken vizsgaltuk fiziologids szarkomerhossz
mellett a kiilonb6z6 fejlédési stadiumokban (0, 7, 21 napos és 8 hetes felndtt egészséges
patkanyok), ami egyarant felvetette a titin fehérje oxidacido és a hozza kotédo kis
hésokkfehérjék hipotetikus kapcsolatanak vizsgalatat. Eredményeink arra utalnak, hogy a titin
izoformak oxidativ érzékenysége, igy kovetkezetesen a titin-alapt passziv fesziilés oxidativ
hatasokkal szembeni érzékenysége fokozatosan csokken a szivizomsejtek fejlédése soran.
Mindez pedig magaba foglalhat egy titin-oxidaciot megakadalyoz6 mechanizmus folyamatos

felépiilését a sziiletést kovetden.

Eredményeink alatamasztjdk azokat a korabbi megfigyeléseket, miszerint a
szivizomsejtek passziv fesziilése nemcsak a szarkomer nyujtasa soran, hanem az életkorral
egyarant nd, melynek hatterében a passziv merevséget meghatarozo titin izoformak N2B/N2BA
aranyanak sziiletést koveté fokozatos expresszidja all?%? (5. abra). Ugyanakkor sikeriilt
igazolnunk, hogy a titin Osszfehérjemennyisége fliggetlen az életkortol (nem mutatott

eredmény), minddssze csak a titin izoforma aranyok véltoznak az életkor fiiggvényében(02 103),
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A titin izoforma-valtas®® mellett, a szivizomsejtek passziv fesziilését a fehérje
foszforilacioja® és oxidacidja (beleértve az SH oxidaciot® és karbonilaciot%9) egyarant
befolyasolhatja. Ennek ellenére, kevés informacié all rendelkezésre a titin izoformak

oxidacidjarol és azok funkcionalis kovetkezményeirdl a fejlodd szivben.

Jelen munkankban a titin izoformak SH oxidaciojat in vitro SH-csoport-specifikus
oxidaloszerrel, a DTDP-vel valtottuk ki. A DTDP képes reagalni és oxidalni a fehérjék tiol-
csoportjait, ily modon létrehozva intra- és intermolekularis diszulfid hidakat vagy vegyes
diszulfidokat a ciszten csoportok és a DTDP kozott™?"). Megfigyeltiik, hogy az oxidaloszerrel
kivaltott passziv merevség novekedések az in vitro alkalmazott SH-csoportokat redukalé DTT-
vel visszafordithatd modon csokkentek a patkany permeabilizalt szivizomsejtekben (6. abra).
Kimutattuk, hogy a szivizomsejtek DTDP-indukalt passziv fesziilésének oxidativ érzékenysége
fokozatosan csokken az életkor elérehaladtaval [AFpass.v: @ DTDP kezelések soran emelkedett
Fpassziv €rtékeket az alapértékekre (kontroll) normalizaltuk minden korcsoportban (17A. ébra)].
Mindemellett a DTDP altal kivaltott SH-csoport oxidacio mértéke is csokkent az N2BA és az

N2B titin izoformakban az életkorral (17C. abra).

Az SH-csoport oxidacidja mellett a ROS altal indukalt miofilamentalis proteinek
karbonilacidja is hozzajarulhat a sziv kontraktilis diszfunkciojahoz®%. A hidroxilgyokok
rendkiviil reaktivak és kiilonféle sejtkomponensekkel képesek reagalni®®, Kisérleteinkben a
titin karbonilacié indukalasat in vitro Fenton reagens alkalmazasaval végeztiikk. A funkcionalis
méréseink soran, a szivizomsejtek megndvekedett passziv fesziilését tapasztaltuk a Fenton
kezeléseket kovetéen minden korcsoportban (8. abra). A DTDP hatasokhoz hasonldan, a
Fenton reagens altal indukalt passziv fesziilés novekedése (AFpassziv: a kiindulasi passziv erdre
torténd normalizaciot kdvetden) az életkorral egyarant csokkent (17B. abra). Parhuzamos
biokémiai vizsgalatok soran kimutattuk, hogy a passziv merevséget meghatarozo titin fehérje

karbonilaciojanak mértéke is fokozatosan csokkent a sziiletést koveten (17D. abra).
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17. abra. A DTDP- és Fenton-indukalt passziv fesziilés relativ mértéke (AFpassav) €s a titin
izoformak oxidalt SH és karbonil tartalma a fejlédé patkany szivben. *P<0,05 a O napos
szivizomsejtekhez viszonyitva. /Izoformdak oxidalt SH tartalma a redukalt SH tartalombdl (100%)

szarmaztatva (C)/

Munkéank soran érdekes megfigyelés volt, hogy a Fenton kezelést koveté DTT-
expoziciok visszadllithatjdk a fiziologids passziv merevséget a 0, 7 és 21 napos
szivizomsejtekben, azonban a felnétt kardiomiocitdkban nem. Eredményeink 6sszhangban
allnak Wong és munkatarsai felfedezésével, miszerint a fehérje karbonilacié mértékét a tiol-
csoportokat redukalo szerek csokkenthetik. A folyamatot protein dekarbonilacionak nevezték
el®1. 85110 [gyanakkor laboratériumunkban végzett korabbi kisérletes munkak is bizonyitjak
a Fenton-reakcio revertdlhatosdgat a DTT kezelést kovetden. Kimutattdk, hogy a Fenton-
reakcio kovetkezményeként, a karbonilacio mellett SH oxidacids hatasok is kialakulhatnak
extrém magas H,0, koncentraciokat tartalmazo reagensek alkalmazasakor®®. Igy a 0, 7 és 21
napos szivizomsejtek extrém érzékenysége miatt nem kizarhato, hogy az altalunk alkalmazott

karbonilacios kezelések mellett, SH oxidacios modosulasok is 1étrejohettek.
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A fentiek alapjan elmondhato, hogy a titin izoformak SH oxidaciojanak és
karbonilacidjanak mértéke a sziv posztnatalis adaptacioja sordn fokozatosan csokkent. Ezt a
hatast az N2B/N2BA titin izoformak expressziojanak aranya nem befolyasolta. Ugyanakkor
ezek a valtozasok parhuzamosnak bizonyultak a normalizalt passziv merevségben (AFpassziv)
bekovetkezd valtozasokkal, mely egy rendkiviil er6s kapcsolatra utal. Az eredményeink azt
mutattak, hogy a titin-dependens passziv fesziilés oxidativ érzékenysége fokozatosan csokkent
a szivizomsejtek érése soran, mely parallelnek mutatkozott a titin izoformak SH oxidacidjanak

és karbonilacidjanak mértékével a kor elérehaladtaval (17. abra).

Korébbi kisérleti tanulmanyok bizonyitjdk, hogy a kis hdsokkfehérjék védd szerepet
toltenek be szamos szarkomer fehérje, koztiik a titin esetében is®8%. A kis hésokkfehérjék
nagyon fontos szerepet jatszanak a helyes fehérje feltekeredésében, ezaltal védik a nativ
makromolekulak mikodését, valamint védenek az oxidativ stressz karos hatasaival
szemben®, A szivben két kis hésokkfehérje, a HSP27 és az oB-krisztallin expressziojat a
hstressz, 6regedés, végstadiumi szivelégtelenség vagy az iszkémias betegségek fokozzak("®
112) Tovabba ismert, hogy ezek a proteinek részt vesznek az oxidativ stressz kivédésében!!® és
a sejtek redox allapotanak szabalyozasaban¥), Habar hdsokkfehérjék sokasaga asszocialodik
a szarkomer fehérjékkel, mégis zebrahal szivizomsejtjeiben végzett kisérletek bizonyitjak, hogy
a HSP27 nem kotédik sem az aktinhoz, sem az aktin-kot6 fehérjékhez, miozinhoz vagy a
dezminhez®®). Ugyanakkor stressz hatasara a HSP27 és az oB-krisztallin fehérjék a titin
izoformék I-szakaszban taldlhatdo funkciondlisan rugalmas elemeihez kotddnek, ezéltal
hozzéjarulhatnak a fiziologids passziv rugalmassig fenntartisdhoz az izomszovetekben®® 87
118), Tovabba, Kotter és munkatarsai kimutattak, hogy a titin fehérje és a kis hdsokkfehérjék
kozotti interakciot nem csak a stressz hatasok, hanem az N2B titin izoforma expresszioja is

fokozza®). Ezekkel a megfigyelésekkel parhuzamosan, vizsgélataink soran erds kolokalizaciot

figyeltiink meg a kis hésokkfehérjék és szarkomer eldrehaladottabb érési stadiumai kozott, ahol
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az N2B titin izoforma expresszi6 magas Volt (11. abra). Ugyanakkor ujsziilott
szivizomsejtekben az N2BA titin a dominans, igy vélhetden a kis hdsokkfehérjék nem képesek
hatékonyan kétddni a rugalmas izoformahoz®®. Mindezt kisérletesen is alatamasztottuk, ahol
nem talaltunk erés kolokalizaciot a kis hdsokkfehérjék és a titin kozott az ujsziilott
kardiomiocitadkban (11. dbra), ami alapjan feltételezhetd, hogy a szivizomsejtek ezen fejlodési
szakaszaban a titin molekulak funkcionalis csoportjai kevésbé védettek az oxidativ hatasokkal

szemben.

Jelenlegi eredményeink parhuzamba allithatok a fenti megfigyelésekkel, és arra utalnak,
hogy a kis hésokkfehérjék kifejez6désének mértéke fokozatos a kardiomiocitak fejlédése soran,
mely egy szoros titin-sHSP kapcsolatra mutathat ra (10. dbra). Feltételezéseinket alatamasztva,
er6s korrelaciot talaltunk a HSP27 és az aB-krisztallin expresszidjanak mértéke, valamint a titin
izoformdk mechanikai (passziv fesziilés) ¢és biokémiai (azaz SH oxidacidja vagy
karbonilacioja) oxidativ valtozasai kozott, mely egy hipotetikus kapcsolatra utal a titin
izoforméak oxidativ érzékenysége és a kis hdsokkfehérjék fokozatos kifejezédése kozott a

szivizomsejtek fejlédése soran.

A szarkomer fehérje oxidaciojanak mértéke az alkalmazott oxidaloszer és a kdlesonhatd
fehérje kémiai és térbeli jellégétdl egyarant fiigg. Ebben az Osszefiiggésben az SL kritikus
meghataroz6 tényezdje a titin oxidacionak, mivel az oxidaciora érzékeny aminosav-
szarmazékok expoziciojat a fehérje térbeli szerkezete jelentésen befolyasolja®®. Kisérleteink
soran, az SH-csoport oxidacidra gyakorolt mechanikus véalaszok nem kiilonboztek egymastol
1,9 um vagy 2,3 um SL-en (nem mutatott eredmény), ami arra utal, hogy az SL-ek ezen
tartomanyaban a fenti hatdsok elhanyagolhatd befolyast gyakorolnak. Mindazonaltal nem
zarhatjuk ki, hogy mas oxidalo szerek altal végzett oxidativ modositasok, valamint az altalunk

alkalmazottnal nagyobb szarkomerhosszak tovabbi, igynevezett titin izoformak rejtett cisztein

csoportjait fedhetik fel, ezaltal eltéré funkcionalis hatasokhoz vezethetnek. A fentiekben oriasi
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szerepet jatszhat a két izoforma eltérd nyujthatosaga, ami az N2BA ¢és az N2B titin izoformak
oxidativ tulajdonsagai kozotti kiilonbségeket fedheti fel. Tovabba, jelen tanulmanyunkban a
SHSP-k hipotetikus szerepét a titin izoformak oxidacidjanak kivédésében csak korrelacios
asszociaciok tamogatjak, ezért hangsulyoznunk kell, hogy a fenti folyamatokban tovabbi

molekularis mechanizmusok is szerepet jatszhatnak.

Munkank soran kapcsolatot mutattunk ki a titin izoformak oxidacioja, a szivizomsejtek
passziv fesziilése, valamint a HSP27/aB-krisztallin expresszidja kozott a fejlodé patkany
szivben. Az oxidativ mddosuléds kétféle tipusa: a titin izoformak SH-csoport oxidécidja és
karbonilacioja hasonld modon befolyasolta a szivizomsejtek passziv fesziilését, utalva a
molekularis mechanizmusok 6sszehangolt hatasara. Eredményeink alapjan, a titin-dependens
passziv fesziilés oxidativ érzékenysége csokkent a sziv fejlddése soran, mely a titin oxidaciojat
ellenstlyozd mechanizmus fokozatos felépiilését sugallja. Azt gondoljuk, hogy ezt a védelmet
(legalabb részben) a titinhez k6t6do kis hdsokkfehérjék, mint a HSP27 és az aB-krisztallin

biztosithatjak.
Kompenzatorikus Ca?*-érzékenység novekedés a korai bal kamra hipertréfiaban

Tanulményunk masodik részében a BK nyomaésterhelésének hatisara kialakuld patologias
szivizom hipertrofia korai/kompenzalt és késéi/dekompenzalt stadiumainak miofilamentalis
rendszerében bekovetkezé funkcionalis és molekularis valtozasait figyeltik meg him
patkanymodelleken. Kimutattuk, hogy a permeabilizalt szivizomsejtek emelkedett Ca?*-
érzékenységének hatterében a cTnl PKC-specifikus Thr-144-helyének hiperfoszforilacidja
allhat a BK hipertrofia korai stddiuméaban. Ugyanakkor a betegség eldrehaladottabb

allapotaiban a molekularis szintii adaptaciok eltiintek a beteg allatokban.

A BK hosszu idén keresztiil fennall6 nyomasterhelésére BK hipertrofia alakul ki, melynek

progressziodja szivelégtelenség kialakuldsahoz vezet. A BK hipertrdfia korai és elérehaladottabb
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allapotaiban a kamra kontraktilitisaban jellegzetes valtozdsok figyelheték meg. Nyomas-
térfogat analizisen alapuld in vivo vizsgalatok kimutattdk, hogy a patologias szivizom-
hipertrofia korai fizisdban a kamra kontraktilitasa jelentdsen fokozodik®>®"), kompenzalva
ezzel a rendszerben uralkodo utoterhelést®®. gy ebben a stadiumban a sziv szisztolés funkcidja
meg6rzott. Azonban a kamra csak ideiglenesen képes alkalmazkodni a megvaltozott
koriilményekhez, a hosszan tartdé nyomasterhelés hatasara ugyanis a kontraktilitas, ezaltal a
szisztolés funkcio is romlik®” %), A fokozott nyomésterhelés a kamra kontraktilitasat szervi és
szarkomerfunkcié szinten is egyarant érinti®?. Korabbi vizsgalatok fokozott, valtozatlan és
csokkent szarkomerfunkciét is leirtak a BK hipertrofia egyes stadiumaiban**®-12D azonban a
szarkomerfunkci6 idébeli valtozasairdl jelenleg nincsenek adatok. fgy korlatozott ismeretekkel
rendelkeziink a permeabilizalt szivizomsejtek muikodésében bekovetkezd valtozasokrol a

fokozott nyomasterhelés-indukalt BK hipertrofia kialakulasa és progresszidja soran.

crer

kollaboraciés partnereink, a Semmelweis Egyetem Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati Klinika
munkatarsai végezték. A fokozott nyomasterhelést a hasi aorta miitéti besziikitésével
biztositottak 6, 12 és 18 hét idétartamra, ami jelentés mértékti BK hipertrofia kialakulasat
eredményezett. Az abdominalis aorta sziikitéssel kapcsolatos kordbbi tapasztalatok, valamint
az in vivo hemodinamikai mérések egyarant igazoltak, hogy az aorta sziikités 6. hetében korai
BK hipertrofia alakult ki, melyre karosodott diasztolés funkci6 és megtartott szisztolés funkcio
volt jellemz&®® 122, Mindez igazolta, hogy az AB-6hét csoport megfelelének bizonyult a
fokozott nyomasterhelés indukalt BK hipertréfia korai stddiumanak vizsgélatdhoz. A betegség
korai fazisdban az emelkedett BK-i kontraktilitassal parhuzamosan kisérleteink soran a
permeabilizalt szivizomsejtek Ca®*-érzékenységének nodvekedését tapasztaltuk, valtozatlan
maximalis Ca?*-dependens aktiv erék mellett (13D és 14A. 4bra). Bar a szarkomer Ca?'-

érzékenységének emelkedése megdrzott szisztolés funkcié mellett ismert a betegségben(2% 129,
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azonban nem rendelkeziink adattal a permeabilizalt szivizomsejtek Ca?*-érzékenységét
leginkabb meghatarozé miofilamentalis fehérjék (cTnl és cMyBP-C) foszforilaltsagi
allapotar6l. Biokémiai kisérleteink a cTnl PKC-medialt Thr-144 helyének nagyfoka
foszforilaltsagat mutatta az AB-6hét csoportban (16C. abra). Eredményeinkkel 6sszhangban
korabbi kutatasok igazoltdk, hogy a miofilamentalis Ca?*-érzékenységét noveli a cTnl ezen
specifikus helyének hiperfoszforilacioja®* 125, ami érdekes modon nem volt hatissal a
szivizomsejtek maximalis erégeneraldsira a human szivben??), Figyelembe véve azt a tényt,
hogy a cTnl (Ser-22/23 és Ser-43) és cMyBP-C (Ser-282) fehérjék egyéb vizsgalt oldallancain
nem tortént valtozas az aloperalt kontroll parokhoz viszonyitva (16. abra) feltételezziik, hogy a
miofilamentalis rendszer megnovekedett Ca®*-érzékenységének hatterében a cTnl PKC-
specifikus Thr-144 helyének hiperfoszforilacioja allhat a korai patologias hipertrofia

patkanymodellben.

A BK hipertrofia korai szakaszaban megfigyelhetd kompenzatérikus kontraktilitds-
fokozodas a betegség progresszidja soran regredial®” %), Szakirodalmi adatok alapjan a
helyétdl és stlyossagatol egyarant®®® nyomastilterhelt allatmodellekben. A hasi aorta
sziikitéssel folytatott kisérletek alapjan a szisztolés diszfunkcioba torténd atmenet a fokozott
nyomasterhelés 12. hetében feltételezhetd a him patkanyokban®®. Ennek megfeleléen
kollaboraciés munkatarsaink a kronikus nyomasterhelést 12 és 18 hét id6tartamra biztositottak
him patkdnyokban a BK hipertrofia elérehaladott stadiumanak vizsgalatahoz, valamint
bizonyitottdk, hogy ezekben a kisérleti csoportokban a BK fokozott kontraktilitdsa regredial.
Az in vivo hemodinamikai eredményekkel &sszhangban, funkcionalis vizsgalataink soran a
korai BK hipertrofiaban tapasztalt Ca®*-érzékenység ndvekedés, valamint a biokémiai
méréseinkben megfigyelt cTnl PKC- medialt Thr-144 helyének hiperfoszforilacioja mar nem

volt kimutathaté a 12. és 18. hétre (14B-C és 16. abra), a kezdeti sejt €s molekularis szintii
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adaptaciok feltételezhetéen megsziintek. Bar in vivo vizsgalatok soran az EF szignifikans
csOkkenése volt megfigyelheté az AB-12hét és AB-18hét csoportokban, sejtszinti

méréseinkben az Fmax értéke nem valtozott ezekben a csoportokban (13E-F. abra).

Korabbi tanulméanyokban a szivizomsejtek normaélis vagy csokkent Ca®*-érzékenységét
mutattak ki a fokozott nyomasterhelés altal el6idézett BK hipertrofia elérehaladottabb
allapotaiban. Spontan hipertenziv szivelégtelen patkanytdrzson végzett vizsgalatokban a
miofilamentalis-funkci6 két komponensének (pCaso és Fmax) értékei nem kiilonboztek a kontroll
csoport értékeité1?Y, mindezzel ramutatva a sejtes adaptacios mechanizmusok hianyéra a késéi
BK hipertrofiaban. Ugyanakkor jelentds csokkenést tapasztaltak a pCaso és Fmax értékekben az
aortaiv sziikités-indukalt végstadiumu szivelégtelenség patkanymodelljében®!® 120, Fontos
megjegyezni, hogy ebben a vizsgalatban az aortaiv sziikiilet hosszl ideig (36 hétig) allt fent és
rendkiviil sulyos mértékii volt, igy feltételezhetd, hogy a BK hipertréfia egy sokkal
elérehaladottabb stadiumot ért el, mint az altalunk alkalmazott vagy a spontan hipertenziv

patkanymodellekben.

Az izolalt szivizomsejtek passziv erejét a BK hipertrofia korai (megnyult aktiv relaxacio)
¢s késOi stddiumaiban (aktiv relaxacid és passziv fesziilés) bekovetkezd diasztolés funkcid-
kéarosodas egyaltalan nem érintette (15. abra). A BK hipertréfia altalunk vizsgalt stadiumaiban
ezért nem valdszini, hogy a szarkomer passziv elemei (titin) elsddleges szerepet jatszananak a

miokardium merevségében.

Az irodalmi és sajat adataink alapjan feltételezziik, hogy a permeabilizalt szivizomsejtek
Ca?"-érzékenységének novekedése a cTnl PKC-medialt Thr-144 helyének hiperfoszforilacidja
kovetkeztében egy korai, ideiglenes kompenzacids mechanizmusként miikddik a BK fokozott
nyomasterhelése soran. A Ca?*-érzékenység kompenzatorikus emelkedése visszaalakul a
kompenzalt BK hipertrofiabol a szivelégtelenségbe torténd atmenetkor, majd jelentdsen

csokken a végstadiumu szivelégtelenségben.
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A doktori értekezésben szereplé uj tudomanyos eredmények

Eredményeink alapjan az alabbi uj megéllapitasokat fogalmazzuk meg:

e A bal kamrai szivizomsejtek passziv merevségének oxidativ érzékenysége fokozatosan
csokken a posztnatalis adaptaci6 soran.

e Az N2BA és N2B titin izoformdk egyre kevésbé modosithatok az oxidativ hatdsokkal
szemben a szivizomsejtek posztnatalis fejlédése soran.

e A miofibrillummal-asszocialt kis hdsokkfehérjék fokozatos kifejez6dése védelmet

nyujthat az oxidativ titin modositasokkal szemben a sziiletést kovetden.

= A Kkorai patologias szivizom-hipertrofia patkdnymodelljében a PKC-medialt kardialis
troponin | (Thr-144) hiperfoszforilacidja egyiitt jar a szivizomsejtek megndvekedett
Ca?*-érzékenységével, ami a miofilamentalis rendszer kompenzatérikus valasza lehet a

bal kamra fokozott nyomasterhelésére.
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7. Osszefoglalas

A szivizomsejtek diasztolés fesziilését a titin oridsfehérje indirekt (pl. hésokkfehérjéken
keresztiil megvalosuld) és direkt (pl. oxidacidé okozta) modosuldsa egyarant befolyasolja,
melyeknek kiemelt fontossagot tulajdonitanak a sziv élettani és koros adaptacioja soran. A
disszertacidban bemutatott adatok alapjan ugy gondoljuk, hogy a titin oxidativ jellegii
poszttranszlacios moédosulasainak (SH-oxidacid, karbonilacio) passziv merevségre Kifejtett
hatasa fokozatosan csokken a sziv posztnatélis adaptacidja soran, melynek hatterében a titin-
asszocialt hésokkfehérjék (HSP27 és aB-krisztallin) sziiletést kovetd fokozatos kifejezédése
allhat. Ezek az eredmények felvethetik egy védelmi rendszer fokozatos kiépiilését a szarkomer
struktira érése sordn.

A bal kamra fokozott nyomasterhelésének talajan kialakulo patologias bal kamra hipertrofia
eltérd stadiumaiban a kamra kontraktilitisdban és a miofilamentélis rendszer funkcidjaban
jellegzetes valtozasok figyelhetok meg, melyek végso soron szivelégtelenség kialakulasahoz
vezetnek. A korai bal kamra hipertrofidban a permeabilizalt szivizomsejtek Ca?*-érzékenysége
emelkedett, melynek hatterében a PKC-medialt kardialis troponin 1 (Thr-144)
hiperfoszforilacidja allhat. A disszertacioban bemutatott eredmények a miofilamentalis

rendszer kompenzatorikus valaszat feltételezik a bal kamra fokozott nyomadsterhelésére.

58



8. Summary

Diastolic stiffness of cardiomyocytes is regulated by both indirect (e.g., via heat shock
proteins) and direct (e.g., oxidation effects) modifications of the giant titin protein which are
very important in the physiological and pathological adaptation of the heart. According to data
provided in this study, we conclude that the effect of oxidative posttranslational modifications
(SH oxidation, carbonylation) of titin on passive stiffness gradually decreases during postnatal
adaptation of the heart, which is due to the upregulation of titin-associated heat shock protein
(HSP27 and aB-crystallin) expressions after birth. Our data implicate a gradual build-up of a
protective mechanism against titin oxidation during the maturation of the sarcomere structure.

During various phases of the development of pressure overload-induced pathological
left ventricular myocardial hypertrophy distinct alterations could be observed in left ventricular
contractility and myofilament function contributing to the progression of heart failure.
Hyperphosphorylation of PKC-mediated cardiac troponin | at Thr-144 underlies the increased
Ca?" sensitivity of force production in permeabilized cardiomyocytes in the early stage of
pressure overload-induced left ventricular hypertrophy. Data provided here implicate a
compensatory response of the myofilament system for increased pressure loading in the left

ventricle.
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