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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A kardiovaszkularis korképek patomechanizmusdban kiemelkedd jelentOséget
tulajdonitanak az oxidativ stressznek. A szivizomsejtekben fiziologids koriilmények kozott is
keletkezd reaktiv oxigén-szarmazékok (ROS) és antioxiddnsok egyensulyanak megbomlasa a
sejtek oxidoredukcids allapotdnak megvaltozasat eredményezik. Szamos klinikai tanulmany
vitathatatlanna tette a ROS szerepét a szivelégtelenség kialakulasaban és progressziojaban
egyarant. A szabadgyokok direkt moédon karositjadk a kontraktilis fehérjéket, ami kardialis
diszfunkciohoz vezet. Az elmult években az intracellularis elemek kozott a titin oriasfehérjét
megkiilonboztetett figyelem Ovezi, melynek indirekt (pl. hdésokkfehérjéken keresztiil
megvalosulo) és direkt (pl. oxidacioé okozta) modosulasai kulcsfontossagu szerepet jatszanak a
diasztolés fesziilés (stiffness) adaptiv és koros eltéréseiben.

Az is ismert, hogy a sziv a karos hatasokra (pl. fokozott kronikus nyomasterhelés)
adaptaciés folyamatok beinditasdval valaszol, ami kronikus kardidlis atépiiléshez
(remodelling), patologias miokardialis hipertrofia kialakulasahoz vezet. A folyamat hatterében
megvaltozott intracellularis jelatviteli mechanizmusok is felismerhetéek. Ezért nem meglepd,
hogy a kozelmultban az alapkutatasok teriiletén jelentds erdfeszitéseket tettek olyan in vivo
allatmodellek létrehozasaban, amelyek segitenek jobban megérteni a sziv hemodinamikai
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talterhelése altal indukalt remodelling patofiziologiajat.

1.1. A szarkomer felépitése és mechanikaja

A szivizomsejtekben a vékony (6-9 nm atméréji) és vastag (12-15 nm atmér6ji)
filamentumok a kontrakcios eré generalasara képes szarkomerekbe rendezédnek. A vékony
filamentumok dominansan aktin fehérjébdl épiilnek fel és a polimerizalt filamentumok egymas
koré tekeredve alakitjak ki a kettds hélix struktirat, amelyhez regulatorikus troponin (Tn)-
tropomiozin (Tm) molekulakbol all6 komplexek kotddnek. A kardialis Tnl (cTnl) jellegzetes

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



22/23), 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 konnyti (MLC) és nehéz miozin (MHC) lancokbdl allnak, melyek feji és farki
régiokbol épiilnek fel. A vastag filamentum felépitésében részt vesz a 140 kDa méreti kardialis
miozinkoté C-fehérje (cMyBP-C), mely kapcsolatban all az aktinnal, miozinnal és a titinnel és
jelentds szerepet jatszik az aktin-miozin interakcidban. A cMyBP-C harom foszforilalhato
szerinnel rendelkezik (Ser-273, Ser-282 és Ser-302). Osszességében a miofilamentumokat
alkotd strukturalis és regulator funkcidju fehérjék poszttranszlacios modosulasai a
szivizomsejtek erégeneracios teljesitményét és Ca®*-érzékenységét egyarant befolyasolhatjak.

A haréntcsikolt izom és szivizom aktiv mechanikai képességén tul igen fontos
tulajdonsaga, hogy rugalmas. A szarkomerben uralkod6 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 utdn helyreallitja. Az izom passziv rugalmassagdért a szarkomer harmadik

filamentaris rendszere, azon beliil is leginkabb annak titin komponense felel6s.

1.2. A titin elhelyezkedése és szerkezete

A cellularis diasztolé és a szivizomsejtek passziv fesziilésének f6 meghatarozdja a titin.
A molekularis rugo6 kinyujtott hossza csaknem 1 um, mely a fél szarkomert atdleli a Z-lemezt6l
az M-vonalig huzédva. Molekula mérete izoformatdl fiiggben 3000-3800 kDa
(viszonyitasképpen, az aktin 43-48 kDa, a miozin 480 kDa molekulatomegii fehérje).

A titin molekulak Z1 és Z2 doménjei a teletoninon (mas néven T-cap/titin-sapka) és a-
aktinon keresztiil k6tédnek a Z-lemezhez. Az I-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. A molekula 2 MDa-nyi része az A-szakaszban talalhato,

ahol minden vastag filamentum-félhez hat titin molekula kotédik, ezaltal szoros kapcsolatot



alakit ki a miozin, illetve a cMyBP-C fehérjével egyarant. A titin molekula egyetlen gén (TTN)
altal kodolt, ami 363 exont tartalmaz. Gigantikus mérete ellenére viszonylag monoton
felépitésti. A titin elsédleges szerkezetét izoformanként atlagosan 27000-33000 aminosav
alkotja, jelenlegi adatbazisok alapjan a teljes fehérje 38138 aminosavbol is allhat. Mdsodlagos
szerkezet. A titin szekvencia két kiilonboz6 tipusu, kb. 90-100 aminosav hosszusagli mintazat
tobbszori ismétlédésébol all. Késobb az elsé tipust I-tipusu immunglobulin (Ig), a masodik
tipust fibronektin III tipust (Fn) domének szupercsaladjaba soroltak. A doméneken kiviil a titin
kb. 8-10%-at egyedi szekvenciak alkotjak. Funkcionalis szempontbdl legfontosabb az I-
szakaszban helyet foglal6o PEVK szegmens, amely nevét a felépitésében dontd hanyadban
kozremiikodé prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K) aminosavakrol kapta. A titin
harmadlagos szerkezete alatt a domének és egyedi szekvenciak sorozatat értjiik, kapcsolatuk a

szarkomer allapotanak és egyéb (pato)fiziologias allapotok fiiggvénye.

1.2.1. A titin funkcidja

A titin elsddleges feladata az izom passziv rugalmassaganak élettani igények szerinti
biztositasa, melynek alapjat a molekula kiilonb6z6 izoformai biztositjak.

A titin méretében ¢és rugalmassagaban is eltéré izoformakban fejez6dik ki. Felnott
human szivben a titin egy rovidebb és merevebb N2B (~3000 kDa, az dsszes titin 70%-a) és
egy hosszabb, elasztikusabb N2BA (~3800 kDa, az 0Osszes titin 30%-a) izoformaja
expresszalodik. Ebbdl adoddan a rovid izoformak nagyobb, mig a hosszabb titin izoformak
kisebb passziv fesziilést eredményeznek. A titin izoforma-kompozicidja fajonként és életkortol
figgben valtozik. Ujsziilott patkany szivizomsejtekben a rugalmasabb N2BA titin (kb. 90%) a
dominans izoforma, azonban sziiletés utan a kisebb N2B izoforma expresszioja fokozodik (kb.
90-95%), mindez pedig fokozza a passziv fesziilést a feln6tt kardiomiocitakban.

A kardiomiocitak titin alapu passziv rugalmassaga nem egy konzervalt tulajdonsag, igy

a titin izoforma-osszetételének megvaltozasa (pl. életkor eldrehaladtaval), az oxidativ és



foszforilacids allapotanak valtozésa, valamint egyéb fiziologias tényezdk (pl. titinhez k5tddo

hésokkfehérjék) direkt és indirekt modon befolyasolhatjak a szivizom passziv fesziilését.

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

A szabadgyokok és antioxidansok aranya meghatarozé a normal szoveti mikodés
szempontjabol, a kozottik 1évo egyensuly megbomlédsa oxidativ karosodés kialakuldsahoz
vezethet, mely jelentds szerepet jatszik szdmos kardiovaszkuléris korkép kialakulasaban. A
szabadgyokok taltermelddését a szervezet antioxidans rendszere ellensulyozza, azonban az
egyensuly megbomlasa reaktiv oxigén/nitrogén szarmazékok (ROS/RNS) képzodéséhez, igy
oxidativ stresszallapotok kialakulasahoz vezet. A fehérjéket felépité aminosavak koziil a
cisztein rendkiviil érzékeny az oxidativ hatasokra. A szivizomsejtek fehérjéi oxidacio
kovetkeztében reverzibilis és irreverzibilis karosodast szenvedhetnek el, mely modosulasok

koziil kiemelendd a szulfhidril (SH) oxidacio és a karbonilacio.

1.3.1. Szulfhidril csoportok oxidacidja

A szivizom fehérjék cisztein oldallancain jelenlévd szulthidril (SH) csoportok
reverzibilis oxidacidjanak jelentGs élettani és korélettani szerepe van az eukariota sejtekben.
Oxidativ stressz soran a fehérjék SH-csoportjainak modosulasa feltételezhetden az elsdk kozott
kovetkezik be, ezaltal a sejtek védelmében nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak. Reverzibilis
oxidacidjanak koszonhetden megvédi a fehérjéket az irreverzibilis modosulédstol. Az oxidacid
soran kialakult diszulfidok reverzidja redukalé hatasu molekuldkkal megvaldsithato.

Laboratériumunkban végzett korabbi kisérletek igazoltak, hogy a kontraktilis fehérjék
SH oxidécidja hozzajarulhat a szivelégtelenség soran kialakuld kontraktilis diszfunkcidhoz. A
vizsgalatok soran kimutattak, hogy az SH-csoportokat in vitro oxidalo ditiodipiridin (DTDP,
2,5 mM) a kontraktilis fehérjék oxidacigjaval parhuzamosan csokkentette a szivizomsejtek
Ca2*-fiiggd aktiv erejét és Ca?*-érzékenységét, valamint kismértékben fokozta a Ca?*-fliggetlen
passziv erdt. Feltételezték tovabba, hogy a titin molekula oxidacidja a passziv tenzidra hatassal

lehet, azonban a titin oxidaciojanak részletesebb vizsgalatat a szakirodalomi adatok hianya,
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valamint a fehérje gigantikus molekulatomegébdl eredd technikai nehézségek nem tették
lehetové. Ezek a tényezok szolgaltattak a kiindulasi pontot jelen munkahoz.

cisztein molekula talalhato, amelyek az oxidacio kovetkeztében harom diszulfidkotés
kialakitasara képesek, mindez pedig a passziv merevséget jelentésen noveli. Ezért a titin ezen

crer

régidjanak SH oxidacidja patologiai szempontbol is jelentésnek bizonyult.

1.3.2. Karbonilacio

Az irreverzibilis karbonilacid soran reaktiv aldehid vagy keton csoportok kotddnek a
fehérjék aminosavaihoz, mely leginkabb a prolin, lizin, arginin és treonin oldallancokat érinti.
A karbonilaciés modosulasok jelentds része fém-katalizalt Fenton- reakcid soran valdsul meg.
A folyamat soran vas(Il) és HO> kozremiikodésével hidroxil szabadgyok (OHe) képzddik,
amely jelent6s karositd hatasai mellett, karbonilacios aktivitassal is rendelkezik. A Fenton-
reakcid a protein karbonilacio in vitro koriillmények kozotti vizsgalatara széles korben elterjedt.
Arrdl azonban nem all rendelkezésre informécio, hogy miként modulalja a titin karbonilacié a

szivizomsejtek titin-dependens passziv erejét.

1.4. Titin-dependens passziv fesziilés indirekt modositasa: hosokkfehérjék
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. Mindkét fehérje kifejezO0dése stresszhatdsokra
megemelkedik.

A HSP27 ¢és az aB-krisztallin hésokkfehérjék védelmet nyujtanak az oxidativ
kérosodasokkal szemben. Egyrészt szabalyozzak a redukalt glutation mennyiségét az oxidativ
védelemben, masrészt csokkentik a ROS/RNS gyokok mennyiségét, ezaltal a fehérje oxidacio
mértékét is. Stresszhatdsok sordn preferencialisan transzlokélodnak a szarkomerbe, melynek
pontos mechanizmusa a mai napig nem tisztazott. A szivben a HSP27 ¢és aB-krisztallin

leginkabb iszkémia, hdstressz vagy szivelégtelenség soran indukalodik.

7



Stressz soran a sHSP-k a citoszolbol a Z-lemezhez és/vagy az I-szakaszhoz
transzlokalédnak. A sSHSP-interakcid kovetkeztében védett fehérjék koz¢ tartozik a dezmin, a-
aktinin, aktin, troponin-I és T, miozin és a titin.

Azonban patologias koriilmények kozott a sHSP-k nem csak a Z-koronghoz, hanem a
titin molekula funkcionalisan rugalmas I-szakasz régidjaba is transzlokaldodnak, ezaltal
szabalyozva a szivizomsejtek passziv merevségét. A titin ezen molekularisan rugalmas
szakaszaban talalhatd Ig-domének (proximalis, kozéps6 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 keriild 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 kozotti interakciot mind a szarkomer nyujtasa, mind pedig a
merevebb N2B izoforma expresszidja egyarant fokozza, igy védve a titin doménecket az
esetleges aggregaciotol. Az elmult évtizedben megjelent tanulmanyok valosziniisitik, hogy a
HSP-k funkcidjat az oxidativ stressz mellett az életkor is nagyban befolyasolja. Jelenlegi adatok
alapjan azonban nem ismert, hogy a titinhez fiziologias koriilmények kozott kotédd Kis

hdsokkfehérjék (HSP27 és aB-krisztallin) mennyire befolyasolhatjak az in vitro oxidativ titin-

dependens passziv fesziilés mértekét a kiilonbozo fejlettségi allapot szivizomsejtekben.

1.5. Kompenzalt és dekompenzalt patologias bal kamra-hipertrofia

A sziv tartdos nyomas-tulterhelésének kovetkezménye annak megnovekedett munkaja,
mely hosszltavon szivelégtelenséghez vezet. Kezdetben a bal kamra (BK) kompenzatorikus
hipertrofiaval alkalmazkodik a megvaltozott hemodinamikai korilményekhez a megfeleld
nyomas fenntartasanak érdekében. Mindez rovidtavon tdmogatja a keringést, azonban hosszabb
tavon a hipertrofia karos. A kompenzacidés mechanizmusok idével a szivizomzat strukturalis €s
funkcionalis atépiiléséhez (remodelling) vezetnek, amely a kamrak elégtelen tel6dését és

triilését, valamint az extracelluldris matrix fibrozisat, a szivizomsejtek nekrozisat és



apoptozisat eredményezik, ami kontraktilis diszfunkci6 kialakuldsdhoz vezet. Az még nem
teljesen tisztazott, hogy az adaptiv hipertrofia pontosan hogyan alakul at maladaptiv
hipertrofiava.

A patologias bal kamra (BK) hipertrofia tigynevezett korai (kompenzalt) és kés6i
(dekompenzalt) stadiumainak kontraktilitdsdban jellegzetes valtozasok figyelhetdk meg.
Nyomads-térfogat analizissel végzett kisérleti munkék bizonyitjak a kontraktilitas fokozodasat a
BK hipertréfia korai stadiumaban, melynek soran a sziv a fokozott utdterhelést kompenzalja,
biztositva ezaltal a sziv megdrzott szisztolés funkcidjat. Azonban mindez csak ideiglenes
alkalmazkodast tesz lehetové, el6rehaladottabb késéi stadiumokban a kontraktilitas-
paraméterek jelentésen romlanak, a szisztolés és diasztolés teljesitmény csokken. Emellett a
progressziv  kollagén-felhalmozodas és egyéb fibrotikus markerek megjelenése is
megfigyelhetéveé valik.

Kutatasok sejtetik, hogy tartos nyomas-talterhelés soran a bal kamrai kontraktilitas nem
csak szervi, hanem szarkomerfunkci6 szintjén is valtozasokat idéz eld. Ugyanakkor nincs
informacionk a szivizomsejtek miofilamentalis rendszerének miikodésében bekovetkezd
stadiumfliggd valtozasokrol. Mivel a bal kamra remodellacio hosszl idén keresztiil hozzajarul
a kontraktilis funkcidromlashoz, igy felmeriilt, hogy a kompenzalt fazisbol a dekompenzalt
fazisba vezet6 folyamatok terapias célpontként is szolgalhatnak.

2. Célkitiizések

2.1. A titin-dependens passziv fesziilés és titin izoformak oxidativ modosulasainak
vizsgalata a szivizomsejtek fejlodése soran

Célul thiztiik ki a titin oxidacié (SH oxidacid, karbonilacid) passziv merevségre kifejtett
hatdsdnak tanulméanyozasat kiilonboz6 fejlettségi allapotii permeabilizélt szivizomsejteken.

Megvizsgaltuk az oxidativ 4gensek (DTDP, Fenton reagens) szivizomsejt mechanikara kifejtett



kovetkezményeit, valamint parhuzamosan tanulményoztuk a titin izoformak oxidativ
érzékenységét az életkor eldrehaladtaval.

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

oxidaciojanak szabalyozasaban valdszinisitett szerepiiket.
2.2. Korai és késéi patologias hipertrofia miofilamentalis vizsgalata a nyomas-

tulterhelés patkanymodelljén

Célul tiztik ki a sziv kronikus nyomasterhelése soran kialakuld korai/kompenzalt és
késéi/dekompenzalt patoldgias miokardium hipertrofia lehetséges funkciondlis és strukturalis
valtozasainak 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.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Médszerek I: Oxidacié vizsgalatanak patkanymodellje
Felhasznalt szivizommintak

Az oxidacios kisérleteink sordn hasznalt szivizommintak 0, 7, 21 napos és 8 hetes fiatal
felnott egészséges Wistar-Kyoto patkanyokbol szarmaztak. Az allatkisérleteket a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatj6léti Bizottsdg (Etikai engedély szama: 24/2013/DE MAB)
jovahagyasaval végeztiik.
Titin-dependens passziv fesziilés mérése permeabilizalt szivizomsejteken

A kiilonboz6 életkort patkanyokbdl (0, 7, 21 napos ¢€s felnétt 8 hetes) szarmazo BK-i
szivizommintdkat izolalé oldatban szovethomogenizatorral izolaltuk, majd permeabilizaltuk.

Az igy kapott membranfosztott szivizomsejtek titin-fliggd passziv merevségét egy
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tanszékiinkon egyedi fejlesztésii Gn. miocita set-up mérérendszeren mértiik. Az izolalt
kardiomiocitakat szilikon-tartalmt akvariumragaszto segitségével rogzitettilk a mérérendszer
kozponti egységéhez. Az eltérd életkoru 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 pm) mértiik video-mikroszkopos
ellendérzés mellett. A mérések Ca?*-mentes relaxald oldatban valdsultak meg, ahol a sejteket
eredeti hosszusaguk 20%-aval megroviditettiik (8 masodperc), melynek soran a Ca®*-fiiggetlen
Fpassziv - volt  regisztralhatd. Az  Fpassziv  értékeket a szivizomsejtek keresztmetszetére

normalizaltuk és az értékeket abszolut eréegységekben (kN/m?) abrazoltuk.

A titin izoformak redukalt/oxidativ SH-csoport tartalmanak vagy karbonilacios
allapotanak passziv fesziilésre kifejtett hatdsdnak vizsgalatdhoz az izolalt szivizomsejteket
DTDP-t (10 mM) vagy Fenton reagenst (50 uM FeSOa, 1,5 mM H20», 6 mM aszkorbinsav)
tartalmazd relaxald oldatban inkubaltuk szobahOmérsékleten. Az oxidativ modosulasok
revertalhatosagat az SH-csoportokat redukalo DTT (10 mM) oxidativ agenseket kovetd 30

perces alkalmazasaval teszteltiik.

A titin izoformak SH-csoport oxidaciojanak meghatarozasa

A kiilonbozd életkort szivizomsejteket a mechanikai izoldlast és permeabilizalast
kovetéen DTDP-t vagy DTT-t tartalmazo relaxaldé oldatban inkubaltuk. A titin izoformak
redukalt/szabad SH-csoportjait EZ-Link lodoacetyl-LC-Biotin reagenssel jeloltiik, amelynek
kivitelezése pufferoldatban a gyartoi leiras alapjan tortént. A biotinilaciot kovetden a
sejtfehérjéket mintapufferben oldottuk. A fehérjemennyiséget minden esetben egységesen 2
mg/ml-re allitottuk be. A specialis agardz erésitett 2%-os géleken a PAGE utan a titin
izoformakat Immobilon-FL PVDF membranra transzferaltuk. A biotinnal jelolt SH-
csoportokhoz fikoeritrin-konjugalt (PE) streptavidint kotottiink. A teljes fehérjemennyiséget

szuperérzékeny blotfestéssel kvantitativ modon hataroztuk meg.
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A titin izoformak karbonilaciojanak meghatarozisa OxyBlot™ modszerrel

A titin izoformak karbonil-csoport tartalmanak meghatarozasat OxyBlot™

gyari kit
alkalmazaséaval végeztilk. A permeabilizalt szivizomsejteket Fenton reagenseket tartalmazo
relaxalo oldatban kezeltiik. A szivizomsejteket mintapufferben szolubilizaltuk, ¢és a karbonil-
csoportokat 2,4-dinitrofenil-hidrazinnal (DNPH) derivatizaltuk. Elektroforézist kovetéen a
fehérjéket Immobilon-FL PVDF membranra transzferaltuk. Blokkolast kdvetéen a kdvetkezo
antitestekkel valo jelolést alkalmaztuk: primer (anti-nyal DNPH antitest 1:150, 1 éra) majd
biotinnal konjugalt masodlagos antitest (kecske anti-nyul IgG 1:1000, 45 perc). A biotinnal
jelolt karbonil-csoportokat fikoeritrin-konjugalt (PE) streptavidinnel tettiik lathatova. A titin

izoformakat érzékeny membranfestékkel vizualizaltuk. A szamszer(sitett adatokat a kezeletlen

kontrolok jelintenzitasara vonatkoztatva adtuk meg (karbonilacios index, AU).

A HSP27 és az aB-krisztallin expressziojanak meghatarozasa Western immunoblot

technikaval

Izolalast és permeabilizalast kovetden a BK-i szivizomsejteket SDS mintapufferben
oldottuk. A fehérjéket 8% SDS-poliakrilamid géleken valasztottuk szét, majd nitrocelluldz
membranra transzferaltuk. A membranokat primer [anti-HSP27 (1. 300)) vagy anti-aB-
krisztallin (1:1000)] és masodlagos antitestekkel [peroxidaz-konjugalt kecske anti-egér
(1:100000) vagy kecske anti-nyul (1:300)] jeloltik. A teljes fehérjemennyiséget érzékeny

membranfesték alkalmazasaval szamszerusitettiik.
Immunhisztokémia

A szivizomsejteket a fagyasztott BK-i szivizomszovetbdl izolaltuk és permeabilizaltuk a
fent leirtak szerint. A permeabilizalt szivizomsejteket targylemezre fixaltuk. A szivizomsejteket
primer antitestekkel [anti-HSP27 (1:50), anti-aB-krisztallin (1: 300) és anti-titin (1:50, T11] és

masodlagos antitestekkel [kecske anti-nyul Cy2 és Cy3 és biotinilezett kecske-anti-egér (1:
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200] jeloltiik. A biotinilalt antitesteket Cy2- és Cy3-konjugalt streptavidinnel (1: 500) tettiik

lathatova. A képeket egy Nikon Eclipse 80i fluoreszcens mikroszkop segitségével készitettiik.

3.2. Mddszerek II: Bal kamra hipertrofia allatmodellje

Felhasznalt szivizommintak

A fokozott nyomas-terhelés altal kivaltott patologias hipertrofia allatmodelljének
beallitasat és karakterizalasat a Semmelweis Egyetem Varosmajori Sziv- és Ergyogyészati
Klinika munkatérsai végezték. A vizsgalatok a kisérleti allatok tartasardl és felhasznalésarol
sz016 nemzetkdzi szabalyok (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, US National
Institutes of Health 1996; 85-23) el6irasainak megfelelden torténtek, a Baden-Wiirttembergi

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

Az akklimatizacids id6 elteltével (1 hét), az allatokon aloperacié (Sham/kontrol) vagy a
hasi aorta muitéti besziikitése (abdominalis aortic banding, AB) tortént. Az AB operacié (n=39)
soran az aorta hasi szakaszanak sziikitése egy 22G-s tii kiilsé atméréjével 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 dozisban)

injekci6 alkalmazésara kertilt sor.

Kiserleti csoportok

Az operacios eljarasokat kovetéen 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-
sziikitést kovetden 6 hétig, (3) Sham-12hét (n=9): a csoport tagjait az aloperaciot kovetéen 12
hétig, (4) AB-12hét (n=13): a csoport tagjait az aorta-sziikitést kovetden 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.
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Szivizomsejtek mechanikai mérése

A mélyfagyasztott BK-i szivizomszovetek izolalasat és permeabilizalasat, valamint a
kontraktilis mérérendszerhez vald rogzitését a korabban leirtak alapjan végeztiik. Az izometrias
eroket egységesen 2,3 pm szarkomerhosszon mértiik. A szivizomsejtek Ca?*-fiiggd
eroértekeinek meghatarozasat a preparatum relaxald oldatbol-aktivald oldatba torténd

atvitelével valositottuk meg. A kardiomiocitdk 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 er6értékeket a maximalis erére (Fmax,
pCa 4,75) normalizaltuk és egy specialis szigmoid fiiggvénnyel (modositott Hill-egyenlet)
illesztettiik az Origin 6.0 elemzd program segitségével. Az igy kapott ugynevezett Ca®'-
érzékenységi gorbébdl a fél-maximalis erdkifejtéshez sziikséges pCa érték (pCaso)
szarmaztathat, mely a szivizomsejtek Ca?*-érzékenységét onmagiban megadja. A

szivizomsejtek Ca®*-fiiggetlen passziv erejét (Fpassziv) relaxald oldatban a kordbban leirtak

alapjan végeztiik.
A kardialis Tnl és MyBP-C fehérjék foszforilacios allapotanak vizsgalata

A BK-1 szivizomsejteket a mechanikai mérésekhez hasonldan izolaltuk és
permeabilizaltuk, majd SDS mintapufferben oldottuk. A fehérje koncentraciokat dot-blot
technikaval borji szérum albumin (BSA) kalibracios oldatsorral hataroztuk meg és egységesen
2 mg/ml-re allitottuk be. A kardialis troponin I (¢Tnl) és a kardialis miozin koté C fehérje
(cMyBP-C) elvalasztasat 12% és 4%-0S poliakrilamid gélek alkalmazasaval végeztiik és a
fehérjéket protein standard alapjan azonositottuk. Gélelektroforézist kovetden a mintakat
nitrocellul6z membranra transzferaltuk, majd blokkolast kovet6en a fehérjéket PK A-dependens
Ser-22/23-as helyen, PKC-fiigg6é Ser-43-as és Thr-144-es helyen foszforilalt ¢Tnl, valamint
PKA-medialt Ser-282-es helyen foszforilalt cMyBPC ellenes primer antitestekkel jeloltiik

[(anti-cTnl Ser-23/24 (1:1000), anti-cTnl Ser-43 (1:500) és anti-cTnl Thr-144 (1:500) és anti-
14



cMyBP-C Ser-282 (1:500)]. A szignalokat peroxidaz-konjugalt anti-nytl IgG masodlagos
antitestek (1:300) alkalmazasaval detektaltuk. A teljes fehérjemennyiséget érzékeny
blotfestékkel hataroztuk meg. A kemilumineszcens jeleket (ECL) az 6sszfehérjemennyiségre

normalizaltuk.
Statisztika

A statisztikai szignifikanciat varianciaanalizissel vizsgaltuk (ANOVA, majd Bonferroni
post hoc tesztje). Az értékeket atlagtkozépérték kozepes hibaja (SEM) értékként adtuk meg. A

P<0,05 értéket tekintettiink statisztikailag szignifikdnsnak.

4. Eredmények

4.1. A titin-dependens passziv fesziilés és titin izoformak oxidativ médosulasainak

tanulmanyozasa a szivizomsejtek fejlodése soran

Kisérleteink els6 1épésében sikertilt igazolnunk azokat a korabbi megfigyeléseket, miszerint
a szivizomsejtek posztnatdlis adapticidja sordn a titin merevebb N2B izoformajanak
expresszidja - valtozatlan titin 0sszfehérjemennyisége mellett - a rugalmas N2BA izoformaval
szemben fokozodik, ami egyuttal a szivizomsejtek Ca®*-fiiggetlen passziv erejének (Fpassziv)
fokozodasat is eredményezi. A korabbi szakirodalmi adatok teljeskori reprodukalasa arra utalt,
hogy dacara azoknak a technikai nehézségeknek, melyek a titin fehérje oOriasi méretébdl,
valamint az 0jsziilott patkany sziv rendkiviil kis bal kamra tomegébdl szarmaznak kisérletes

elrendezésiink alkalmas célkitiizéseink elérésére.

4.1.1. A titin izoformak SH oxidacidja életkorfiiggé mdédon noveli az Fpassziv-0t

Elso 1épésként az Fpassziv SH-oxidativ érzékenységét vizsgaltuk a sziiletést kovetden. Az
SH-csoportokat oxidalo DTDP (10 mM) kezelést kdvetden a titin-alapt Fpassziv szignifikansan
emelkedett minden korcsoportban, azonban a 0 napos €s 7 napos patkany szivizomsejtekben ez
a novekedés magasabbnak bizonyult, szemben a 21 napos és felndtt korcsoportokban mért
erértékekkel (kontroll értékek valtoztak: 0,09+0,02 kN/m?-rél 0,18+0,03kN/m?-re kezelést
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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?-rdl 0,60+0,07 kN/m2-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 um, P<0,05 vs. kontroll, n= 6-8
szivizomsejt/legalabb 3 kiillonbozé szivbol). A DTDP kezeléseket kdvetd SH-oxidacio
reverzibilitasat a tiol-csoportokot redukaldé DTT (10 mM) alkalmazasaval teszteltiik. Az
emelkedett Fpassziv értékeket a DTT redukaldszer minden korcsoportban hatékonyan revertalta
(0,10+0,01 kN/m?; 0,21+0,02 kN/m?; 0,51+0,08 kN/m? és 2,28+0,12 kN/m? a 0, 7, 21 napos és
felnott allatokban, SL: 2,3um; n= 6-8 szivizomsejt legalabb 3 kiillonb6z6 szivbol).

Az erémérésekkel parhuzamosan biotinilacids esszén alapuld vizsgélatok soran megfigyeltiik
az N2BA és N2B titin izoformak SH oxidativ valtozasait a DTDP expoziciot kdvetéen. A
DTDP az N2BA ¢és N2B titin izoformdk szabad SH-csoport tartalmat a funkcionalis
méréseinkhez hasonlé mértékben csokkentette (normalizalt SH-csoport tartalom: 100%, a
DTDP kezelés elott; kontroll) a 0, 7, 21 napos és felndtt permeabilizalt kardiomiocitakban
(azaz: 80£1%, 71+1%, 64£1% ¢és nem detektalhaté az N2BA titin izoforméban; és: 74+1%,
62+2%, 53+£2% és 32+2% az N2B titin izoformaban; P <0,05 vs. kontroll, n= 8-23). A feln6tt
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 onmagéban alkalmazott DTT

nem volt hatassal a szivizomsejtek SH-csoport oxidacidjara.

4.1.2. A titin izoformak karbonilacioja életkorfiiggé modon noveli az Fpassziv-Ot

Kisérleteink kovetkezd 1épésében a titin fehérje karbonilacidjanak a Fpassziv értékeire
gyakorolt hatasat vizsgaltuk Fenton reagens jelenlétében a kiilonbozd €letkorth permeabilizalt
BK-i szivizomsejtekben. A korabbi kisérletekhez hasonléan megkiséreltiik a Fenton hatasokat
a DTT alkalmazasaval megforditani. A Fenton reagens szignifikdnsan novelik a Fpassziv-0t @ 0,

7, 21 napos és felndtt csoportokban, azonban ennek a ndvekedésnek a relativ mértéke
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fokozatosan csokkent az életkor elérehaladtaval (azaz: 0,11+0,01 kN/m?-ré1 0,22+0,01 KN/m?-
re a 0 napos patkanyokban; 0,26+0,02 KN/m?-ré1 0,44+0,05 KN/m?-re a 7 napos allatokban;
0,49+0,03 kKN/m?-ré1 0,69+0,06 kKN/m?-re a 21 napos csoportokban és 2,17+0,05 KN/m?-rél
2,59+0,10 KN/m?-re a felndtt patkanyokban, P<0,05 vs. kontroll, n= 6-7 kardiomiocita legalabb
3 kiilonbozo szivbol). Mindezen hatasokat a DTT teljesen revertalta a 0, 7 és 21 napos
korcsoportokban, azonban a felnétt szivizomsejtekben ez a reverzibilitdis nem volt
megfigyelhetd (Fpasszv: 0,11£0,01 kN/m?; 0,22+0,02 kN/m?; 0,35+0,03 kN/m? és 2,94+0,15
kKN/m?, a fenti sorrendben, P<0,05 vs. kontroll, n= 6-7 szivizomsejt legalabb 3 kiilonbdz6

szivbol).

Paralell biokémiai vizsgalatok soran OxyBlot™ modszerrel végeztiik az N2BA és N2B titin
izoformdk karbonil-csoport képzddéseinek meghatdrozdsat a kiilonb6zd életkortt szdveti
homogenizatumokban. A karbonil-csoportok szintje (a kezeletlen kontroll karbonilacios
indexe: 1 AU) a Fenton reagensekkel valo inkubaciot kovetden jelentdsen megnétt, bar mindez
latszolag negativ korreldcidban 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 felndtt N2B titin izoformékban, P<0,05,
n= 9-18 legalabb 3 kiilonbozé szivbol). Az N2BA titin izoforma karbonilaciojat a felnott
patkanyokban nem lehetett értékelni, annak alacsony expresszios szintje miatt. A titin
karbonilacié mértékét a DTT visszaforditotta a 0, 7 és 21 napos szivizomsejtekben, azonban a

feln6tt csoportokban ez nem volt megfigyelhetd.

4.1.3. HSP27 és aB-krisztallin fehérjék miofibrillummal-asszocialt mennyisége
fokozodik a szivizomsejtek fejlodése soran

A0, 7, 21 napos és felndtt patkanyok 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;
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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] és aB-krisztallin [1,00+0,11;
1,61+0,19; 3,23+0,86; 4,424+0,96 a 0, 7, 21 napos és felndtt szivben, P<0,05 vs. 0 nap, n= 8-15
legalabb 3 kiilonboz6 szivbol] kifejezédése a szivizomsejtek életkoraval parhuzamosan
fokozddott.

Ezt kdvetden a biokémiai megfigyeléseinket immunhisztokémiai vizsgalatokkal egészitettiik
ki, annak céljabol, hogy tanulmanyozzuk a HSP27 és aB-krisztallin fehérjék kolakalizacidjat a
titin molekulaval. Mind a két fehérje esetében figyelemreméltdo kolokalizacio volt

megfigyelhetd a titin driasfehérjével a szivizomsejtek érése soran.

4.1.4. Osszefiiggés a titin-dependens Fpassziv és  titin  izoformak oxidativ
érzékenysége, valamint a hdsokkfehérjék 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 reagensek alkalmazédsit kovetéen erds negativ
korrelaciot mutatott a két hdsokkfehérje fokozatos kifejezédésével a posztnatalis adaptacio

soran.

4.2. Miofilamentalis valtozasok vizsgalata a nyomasterhelés-indukalt patologias
hipertrofia patkanymodelljén

A kutatdmunkdnk masodik részében célunk volt tanulmanyozni a nyomas talterhelés soran
kialakulo patologias szivizom hipertrofia kontraktilis paraméterekre (Fmax, PCaso €s Fpassziv) €s
miofilamentalis fehérjékre (cTnl és cMyBP-C) kifejtett stadium-fiiggd valtozasait.

4.2.1. A maximalis Ca®*-aktivalt erégeneracié nem valtozott a korai és késoi

patolégias hipertrofiaban

A Ca?*-aktivalt erégeneraciot (Fuiv) @ Sham és AB allatokbdl izolalt bal kamrai
szivizomsejteken tanulmanyoztuk 6-, 12- és 18 hetes aorta-sziikitést kovetéen. A Sham

csoportokbdl szarmazo kardiomiocitdk maximaélis Ca?*-aktivalt aktiv ereje (Fmax) Nem
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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.
4.2.2. A szivizomsejtek Ca?"-érzékenysége nétt a korai patolégias hipertrofiaban

A valtozatlan Fmax kontraktilis paraméterrel szemben, a szivizomsejtek pCasp értéke
szignifikdnsan 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. Az
AB-6hét szivizomsejtekben mért pCasp értékek az AB-12hét (5,77+0,01) és AB-18hét
csoportokhoz (5,74+0,01) képest is szignifikdnsan nagyobbak voltak. Ez utobbi két (AB-12hét
és AB-18hét) csoport Ca®*-érzékenysége nem kiilonbdzott jelentésen a megfeleld kontroll
csoportoktdl (Sham-12hét: 5,75+0,01 és Sham-18hét: 5,74+0,02).

4.2.3. A titin-dependens passziv fesziilés nem valtozott a patologias hipertréfia

fejlodése soran a vizsgalt patkanymodellben

A permeabilizalt szivizomsejtek Ca?*fiiggetlen passziv fesziilése nem véltozott a
patologias BK-i hipertrofia korai (AB-6hét: 1,34+0,01 kN/m?) és késoi (AB-12hét: 1,09+0,04
KN/m?2 és AB-18hét: 1,05+0,09 kN/m?2, n=9-13 szivizomsejt/csoport) stadiumaiban 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?).

4.2.4. A cTnl PKC-medialt Thr-144 oldallinc hiperfoszforilicidja és valtozatlan
cMyBP-C oldallanc-specifikus foszforilacio a korai patologias bal kamra

hipertrofiaban

Western-immunoblot kisérletek soran vizsgaltuk a miofilamentalis rendszer Ca®-
érzékenységében dont6 szerepet jatszo két fehérje (¢Tnl és cMyBP-C) PKA- és PKC-specifikus
oldallancainak foszforilacids allapotat. A c¢Tnl foszforilacidja nem mutatott kiilonbséget a

PKA-dependens Ser-22/23 és a PKC-fiiggé Ser-43 oldallancokon a vizsgalt csoportokban. A
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cTnl PKC-altal medidlt Thr-144-es oldallanca 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 kiilonbdz6 sziv/csoport, P<0,05, relativ egységekben).
Ugyanakkor nem talaltunk kiilonbséget a cMyBP-C foszforilaltsagaban a PKA-dependens Ser-

282 oldallancon a csoportparokon beliil és a csoportok kdzott.

5. Megbeszélés

A titin fehérje oxidacioval szembeni védettsége a szivizomsejtek fejlodése soran fokozodik

Tanulmanyunkban elsé alkalommal jellemeztiik a titin fehérje oxidacidjanak passziv
fesziilésre kifejtett hatasat a sziv sziiletést kvetd adaptacidja soran. Megfigyeléseink alapjan a
fehérje SH-oxidacidjanak és karbonilaciojanak is hasonlo hatasa van a titin izoformakra (N2BA
¢s N2B), valamint a titinhez k6t6d6 kis hésokkfehérjék (HSP27 és aB-krisztallin) védelmet
nytjthatnak az oxidativ médositasok alkalmazott formaival szemben. Erdekes médon azonban
ez a feltételezett hdsokkfehérje-kozvetitett védelem fokozatosan épiil fel a posztnatalis
szivizomsejt életkoraval, barmilyen kisérletes stressz befolyasolasa nélkiil (azaz kontroll,
kezeletlen szivizomsejtekben).

Kisérleteinkben a titin-dependens passziv erd alakuldsat oxidativ expozicionak Kitett
izolalt és permeabilizalt bal kamrai szivizomsejteken vizsgaltuk fiziologias szarkomerhosszon
a kiilonboz6 fejlodési stadiumokban (0-, 7-, 21 napos és 8 hetes felndtt egészséges patkanyok),
ami egyarant felvetette a titin fehérje oxidacio €s a hozza kotédo kis hdsokkfehérjék hipotetikus
kapcsolatanak vizsgalatat.

Jelen munkankban a titin izoformak SH- oxidaciojat in vitro SH-csoport-specifikus
oxidaloszerrel, a DTDP-vel valtottuk ki. Megfigyeltiik, hogy az oxidaloszerrel kivaltott passziv
merevség novekedések a patkany permeabilizalt szivizomsejtekben, az in vitro alkalmazott SH-

csoportokat redukalo DTT-vel visszafordithatd modon csokkentek. Kimutattuk, hogy a
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szivizomsejtek DTDP-indukalt passziv fesziilésének oxidativ érzékenysége fokozatosan
csokken az életkor elérehaladtaval. Mindemellett a DTDP altal kivaltott SH-csoport oxidacio

mértéke is csOkkent az N2BA és az N2B titin izoformakban az életkorral.

Az SH-csoport oxidacidja mellett a ROS altal indukalt miofilamentalis proteinek
karbonilacidja is hozzajarulhat a sziv kontraktilis diszfunkcidéjahoz. A hidroxil-gyokok
rendkiviil reaktivak és kiilonféle sejtkomponensekkel képesek reagalni. Kisérleteinkben a titin-
karbonilaci6 indukalasat in vitro Fenton reagensek alkalmazasaval végeztiik. A funkcionalis
méréseink soran a szivizomsejtek megnovekedett passziv fesziilését tapasztaltuk a Fenton
kezeléseket kovetden minden korcsoportban. A DTDP hatasokhoz hasonldan, a Fenton reagens
altal indukalt passziv fesziilés novekedése az ¢letkorral egyardnt csokkent. Parhuzamos
biokémiai vizsgalatok soran kimutattuk, hogy a passziv merevséget meghatarozo titin fehérje

karbonildciojanak mértéke is csokkent a sziiletést kovetden.

A fentick alapjan elmondhatd, hogy a titin izoformak SH-oxidacidjanak és
karbonilaciojanak mértéke a sziv posztnatalis adaptacidja sordn fokozatosan csokkent. Ezt a
hatast az N2B/N2BA titin izoformak expresszidjanak aranya nem befolyasolta. 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 eldrehaladtaval.

Korabbi kisérleti tanulmanyok bizonyitjak, hogy a kis hdsokkfehérjek védd szerepet
toltenek be szamos szarkomer fehérje, koztiik a titin esetében is. A kis hdsokkfehérjék nagyon
fontos szerepet jatszanak a helyes fehérje feltekeredésében, ezéltal védik a nativ
makromolekulak mukodését, valamint védenek az oxidativ stressz karos hatasaival szemben.
A szivben két kis hésokkfehérje (SHSP), a HSP27 és az aB-krisztallin expresszidjat a hdstressz,
Oregedés, végstadiumu szivelégtelenség vagy az iszkémias betegségek fokozzak. Tovabba

ismert, hogy ezek a proteinek részt vesznek az oxidativ stressz kivédésében és a sejtek redox
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allapotanak szabalyozasaban. Stressz hatasara a HSP27 és az aB-krisztallin fehérjék a titin
izoformdk |-szakaszban taldlhatdo funkciondlisan rugalmas elemeihez kotodnek, ezaltal
hozzajarulhatnak a fiziologids passziv rugalmassag fenntartasahoz az izomszovetekben.
Erdekes modon Kétter és munkatarsai kimutattak, hogy a titin fehérje és a kis hésokkfehérjék
kozotti interakciot az N2B titin izoform expresszioja is fokozza. Ezekkel a megfigyelésekkel
parhuzamosan, vizsgalataink soran erés kolokalizaciot figyeltiink meg a kis hésokkfehérjék és
szarkomer eldrehaladottabb érési stadiuma kozott, ahol az N2B titin izoforma expresszié magas
volt. Ugyanakkor 0jsziilott szivizomsejtekben az N2BA titin a dominans, igy vélhetden a kis
hosokkfehérjék nem képesek hatékonyan kotédni a rugalmas izoformahoz. Mindezt
kisérletesen is alatdmasztottuk, ahol nem talaltunk erds kolokalizacidt a kis hdsokkfehérjék és
a titin kozott az 0jszilott kardiomiocitakban (11. &bra), ami alapjan feltételezhetd, hogy a
szivizomsejtek ezen fejlédési szakaszaban a titin molekuldk funkciondlis csoportjai kevésbé

védettek az oxidativ hatasokkal szemben.

Jelenlegi eredményeink parhuzamba allithatok a fenti megfigyelésekkel, és arra utalnak, hogy
a kis hosokkfehérjék kifejezodésének mértéke fokozatos a kardiomiocitak fejlédése soran, mely
egy szoros titin-sHSP kapcsolatra mutathat ra. Feltételezéseinket alatimasztva, erds korrelaciot
talaltunk a HSP27 és az aB-krisztallin expresszidjanak mértéke, valamint a titin izoformak
mechanikai (passziv fesziilés) és biokémiai (azaz SH oxidacidja vagy karbonilacidja) oxidativ
valtozasai kozott, mely egy hipotetikus kapcsolatra utal a titin izoformak oxidativ érzékenysége

és a kis hdsokkfehérjék fokozatos kifejezddése kozott a szivizomsejtek fejlddése soran.

Munkank sordn kapcsolatot mutattunk ki a titin izoformak oxidéacidja, a szivizomsejtek
passziv fesziilése, valamint a HSP27/aB-krisztallin expresszioja kozott a fejlodé patkany
szivben. Az oxidativ mddosuléds kétféle tipusa: a titin izoformak SH-csoport oxidécidja és
karbonilacioja hasonlé modon befolyasoltak a szivizomsejtek passziv fesziilését, utalva a

molekularis mechanizmusok Osszehangolt hatasara. Eredményeink alapjan a titin-dependens
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passziv fesziilés oxidativ érzékenysége csokkent a sziv fejlédése soran, mely a titin oxidaciojat
ellensulyozé mechanizmus fokozatos felépiilését sugallja. Azt gondoljuk, hogy ezt a védelmet
(legalabb részben) a titinhez kot6do kis hdsokkfehérjék, mint a HSP27 és az aB-krisztallin

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

Tanulmanyunk masodik részében a bal kamra nyomasterhelésének hatdsara kialakulo
patologias szivizom hipertrofia korai/kompenzalt és késéi/dekompenzalt stadiumainak
miofilamentalis rendszerében bekovetkezé funkcionalis és molekularis valtozasait figyeltiik
meg him patkdnymodellekben. Kimutattuk, hogy a permeabilizalt szivizomsejtek emelkedett
Ca?*-érzékenységének  hatterében a  ¢Tnl  PKC-specifikus  Thr-144-helyének
hiperfoszforilacigja allhat a BK hipertréfia korai stadiumaban. Ugyanakkor a betegség

elérehaladottabb allapotaiban a molekularis szintli adaptaciok eltlintek a beteg allatokban.

A BK hosszu id6n keresztiil fennallé6 nyomasterhelésére bal kamra hipertrofia alakul ki,
melynek progresszidja szivelégtelenség kialakulasahoz vezet. A bal kamra hipertrofia korai és
eldrehaladottabb allapotaiban a kamra kontraktilitasdban jellegzetes valtozasok figyelhetok
meg. Nyomas-térfogat analizisen alapuld in vivo vizsgalatok kimutattak, hogy a patologias
szivizom-hipertrofia korai fazisaban a kamra kontraktilitdsa jelentdsen fokozodik,
kompenzalva ezzel a rendszerben uralkodd utéterhelést. Igy ebben a stadiumban a sziv
szisztolés funkcioja meg6rzott. Azonban a kamra csak ideiglenesen képes alkalmazkodni a
megvaltozott koriilményekhez, a hosszan tartd6 nyomasterhelés hatdsara ugyanis a
kontraktilitas, ezaltal a szisztolés funkcio is romlik. A fokozott nyomasterhelés a kamra

kontraktilitasat szervi és szarkomerfunkcio szinten is egyarant érinti.

crer

kollaboraciés partnereink a Semmelweis Egyetem Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati Klinika
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munkatarsai végezték. A fokozott nyomasterhelést a hasi aorta mitéti besziikitésével
biztositottak 6, 12 és 18 hét idotartamra, ami jelentés mértékii bal kamra hipertrofia kialakulasat
eredményezett. Az abdominalis aorta-sziikitéssel kapcsolatos korabbi tapasztalatok, valamint
az in vivo hemodinamikai mérések egyarant igazoltak, hogy az aorta-sziikités 6. hetében korai
bal kamra hipertrofia alakult ki, melyre karosodott diasztolés funkci6 és megtartott szisztolés
funkcid volt jellemz6. Mindez igazolta, hogy az AB-6hét csoport megfelelének bizonyult a
fokozott nyomasterhelés indukalt bal kamra hipertrofia korai stadiumanak vizsgalatahoz. A
betegség korai fazisaban az emelkedett bal kamrai kontraktilitassal parhuzamosan kisérleteink
soran a permeabilizalt szivizomsejtek Ca®*-érzékenységének novekedését tapasztaltuk,
véaltozatlan maximalis Ca?'-dependens aktiv er6k mellett. Bar a szarkomer Ca?'-
érzékenységének emelkedése megorzott szisztolés funkcid mellett ismert a betegségben,
azonban nem rendelkeziink adattal a permeabilizalt szivizomsejtek Ca?*-érzékenységét
leginkabb meghatarozé miofilamentalis fehérjék (cTnl és cMyBP-C) foszforilaltsagi
allapotardl. Biokémiai kisérleteink a c¢Tnl PKC-medialt Thr-144 helyének nagyfoku
foszforilaltsagat mutatta az AB-6hét csoportban. Eredményeinkkel Osszhangban korabbi
kutatasok igazoltdk, hogy a miofilamentalis Ca?*-érzékenységét ndveli a cTnl ezen specifikus
helyének hiperfoszforilacidja, ami érdekes modon nem volt hatassal a szivizomsejtek
maximalis erégeneralasara 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 kontrollparokhoz viszonyitva feltételezziik, hogy a miofilamentalis
rendszer megndvekedett Ca?*-érzékenységének hatterében a cTnl PKC-specifikus Thr-144

helyének hiperfoszforilacidja allhat a korai patologias hipertrofia patkanymodellben.

Kollaboracidés munkatarsaink a kronikus nyomadsterhelést 12 és 18 hét iddtartamra
biztositottak him patkanyokban a bal kamra hipertrofia eldrehaladott stadiumanak

vizsgalatahoz, ahol a kisérleti csoportokban a bal kamra fokozott kontraktilitasa regredial. Az
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in vivo hemodinamikai eredményekkel dsszhangban, funkcionalis vizsgalataink soran a korai
BK hipertrofiaban tapasztalt Ca?*-érzékenység novekedés, valamint a biokémiai méréseinkben
megfigyelt cTnl PKC- medialt Thr-144 helyének hiperfoszforilacioja mar nem volt kimutathato
a 12. és 18. hétre, a kezdeti sejt €s molekularis szintli adaptaciok feltételezhetéen megsziintek.
Az izolalt szivizomsejtek passziv erejét a bal kamra hipertrofia korai (megnyult aktiv relaxacio)
¢s késoOi stadiumaiban (aktiv relaxacié és passziv fesziilés) bekovetkezd diasztolés funkcio-
karosodas egyaltalan nem érintette. A bal kamra hipertrofia altalunk vizsgalt stadiumaiban ezért
nem valoszind, hogy a szarkomer passziv elemei elsddleges szerepet jatszananak a miokardium

merevségében.

Az irodalmi és sajat adataink alapjan feltételezziik, hogy a permeabilizélt szivizomsejtek
Ca?*-érzékenységének novekedése a cTnl PKC-medialt Thr-144 helyének hiperfoszforilacioja
kovetkeztében egy korai, ideiglenes kompenzaciés mechanizmusként mikodik a bal kamra
fokozott nyomasterhelése soran. A Ca?*-érzékenység kompenzatérikus emelkedése
visszaalakul a kompenzalt BK hipertrofiabol a szivelégtelenségbe torténd atmenetkor, majd

jelentsen csokken a végstadiumu szivelégtelenségben.
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A doktori értekezésben szereplé ij tudomanyos eredmények

Eredményeink alapjan az alabbi uj megallapitasokat fogalmazzuk meg:

A bal kamrai szivizomsejtek passziv merevségének oxidativ érzékenysége fokozatosan
csokken a posztnatélis adaptacid soran.

Az N2BA ¢és N2B titin izoformak egyre kevésbé mddosithatok az oxidativ hatasokkal
szemben a szivizomsejtek posztnatalis fejlédése soran.

A miofibrillummal-asszocialt kis hésokkfehérjék fokozatos kifejezédése védelmet

nyujthat az oxidativ titin modositasokkal szemben a sziiletést kovetden.

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

bal kamra fokozott nyomasterhelésére.
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6. Osszefoglalas

A szivizomsejtek diasztolés fesziilését a titin oridsfehérje indirekt (pl. hdsokkfehérjéken
keresztiil megvaldsuld) és direkt (pl. oxidacidé okozta) mddosulasai egyarant befolyasolja,
melyeknek kiemelt fontossagot tulajdonitanak a sziv élettani és koros adaptacidja 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
eltéré stddiumaiban a kamra kontraktilitdsdban és a miofilamentalis rendszer funkciojaban
jellegzetes valtozasok figyelhet6k meg, melyek végsd soron szivelégtelenség kialakulasahoz
vezetnek. A korai bal kamra hipertréfidban a permeabilizalt szivizomsejtek Ca?*-érzékenysége
emelkedett, melynek hatterében a PKC-medialt kardialis troponin 1 (Thr-144)
hiperfoszforilacioja allhat. A disszertacioban bemutatott eredmények a miofilamentalis

rendszer kompenzatorikus valaszat feltételezik a bal kamra fokozott nyomasterhelésére.
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11. Kalasz, J., Pasztorné Toéth, E., Bodi, B., Fagyas, M., Téth, A., Bhattoa, H. P., Vari, S. G., Balog,
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A kozl6 folyoiratok Osszesitett impakt faktora: 43,398

A kozl6 folyoiratok Osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgald kézleményekre):
10,153

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tudéstérbe feltdltétt adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2020.10.26.
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Koszonetnyilvanitas

Mindenekelodtt koszonettel tartozom témavezetOmnek, Prof. Dr. Papp Zoltannak a
kisérletes munkam soran nyujtott szakmai €és emberi tAmogatasaért, valamint a publikaciok és

a disszertacio elkészitése soran adott itmutatasaért.

EzGton szeretném megkoszonni Prof. Dr. Toth  Attildnak, hogy szakmai

felkésziltségével és odafigyelésével egyengeti magam és munkatarsaim palyafutasat.

Oriasi halaval tartozom Pasztorné Toth Enikének, akinek magas szintii szakmai tudasa
¢s kreativitasa nélkiilozhetetlen volt a kisérleti nehézségek lekiizdésében, valamint megtanitotta

szamomra a kutatd munkahoz sziikséges gondolkoddsmod alapjait.

Koszonettel tartozom Dr. Nagy Laszlonak, Kalasz Juditnak és Dr. Kovacs Arpadnak a
kisérleti technika elsajatitdsaban nyujtott segitségiikért és tandacsaikért, valamint Orosz
Jozsefnek, aki az éallatkisérletek kivitelezését és elvégzését jelentdsen megkonnyitette

szamomra.

Koszonom a Semmelweis Egyetem Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati Klinika
munkatéarsainak, kiilonésen Dr. Radovits Tamdasnak, Dr. Ruppert Mihalynak és Dr. Oldh

Attilanak a k6z6s munka lehetdségét, és hogy bizalmat szavaztak nekem.

Halaval tartozom a Klinikai Fiziologiai Tanszék jelenlegi és volt munkatarsainak,
kiilonosen Martha Lillanak, aki 6nzetlen segitségével tamogatta kutatasaim létrejottét, valamint
Csongradi Alexandranak ¢és Kass Krisztindnak, hogy bardti tdmogatasukkal segitették

munkamat. K6szondm a TDK hallgatoinknak a tamogatast.

Koszonom férjemnek és a csodalatos lanyaimnak a tamogat6 szeretetiiket és tiirelmiiket,
valamint Edesanyamnak és Edesapamnak a szavakban nem kifejezhetd tanitsaikat és

biztatasukat.

Munkémat szeretett Nagysziileimnek ajanlom.

A disszertacio elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00043 ,, Sziv és érkutatdsi
kivalésagkozpont (IRONHEART)” és az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009

SZECHENYI @

Eurépai Unié
Eurdpai Regionalis
Fejlesztési Alap
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Emberi Eroforras Fejlesztési Operativ Program tamogatta.

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasdval, az Europai Regiondlis

Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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