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Roviditésjegyzék
Ach acetil-kolin
ANOI1, TMEM16A anoctamin cssatornak
ATP adenozin-trifoszfat
BEST bestrophin
BME sejttenyésztd médium
BODIPY FL 4,4-difluor-5,7-dimetil-4-bora-3a,4a-diaza- s -indacén-3-propionsav
cAMP ciklikus adenozin-monofoszfat
CGRP kalcitonin gén rokon peptid
4-COC 4-kloro-orto-krezol
4-CMC 4-kloro-meta-krezol
3-CPC 3-kloro-para-krezol
DAG diacil-glicerin
DICR depolarizacio6 indukalt kalcium felszabadulas
DHP dihidropiridin
ER endoplazmatikus retikulum
EGTA etilénglikol-tetraecetsav
HEPES 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-yl]etanszulfonsav
HSRYV nehéz SR vezikula
IP3 inozitol-trifoszfat
LSRYV koénnyti SR vezikula
MH malignus hyperthermia
MOPS 3 (N-morfoldg) propanszulfansav
NADH nikotinamid-adenin-dinukleotid
Po nyitvatartasi valosziniiség
PBS foszfattal pufferolt s6oldat
PLC foszfolipaz C
PIP2 foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
PKA cAMP-dependes protein kindz
PCLAMP patch-clamp szoftver
RyR rianodin-receptor

SR szarkoplazmatikus retikulum



SERCA szarkoplazmatikus retikulum kalcium pumpa
SP P-anyag

SK4 kalcium-fiiggd kalium csatorna

SMEM szelektiv minimal essential médium
T-tubulus transzverzalis tubulus

TnC troponin C

TJ tight junction

VIP vaso intestinalis peptid

70 zonula ocludens



1. Bevezetés

Az intracellularis kalciumkoncentracio ([Ca*']i) valtozasai alapvetd és 4ltalanos
szabalyozd szerepet jatszanak a sejtmiikodés szabalyozéasdban gyakorlatilag minden
szervben és szovettipusban. A Ca’' e kiemelt szabalyozd szerepét tobb tényezének
koszonheti. Egyrészt bivalens toltése miatt konnyen kotddik szerves molekuldkhoz,
tovabba ugyanez okbdl kifolydlag transzport fehérjék (ioncsatorndk ill. mobil carrierek)
nélkiil nehezen jut at a sejtmembranon. igy a sejtek viszonylag hatékonyan képesek az
[Ca®']i-t alacsony szinten tartani, ami elengedhetetlen feltétele az [Ca®']; robbanasszerii
megndvekedésének, ami a stimulus eredményeként bekdvetkezd legfontosabb jelatviteli
1épés.

Munkdm sordn két jol koriilhatarolt teriiletet vizsgaltam az [Ca*']i valtozasok
szabalyozd szerepével kapcsolatban. Az egyik kisérletsorozatban a vazizom
szarkoplazmatikus retikulumaban (SR) taldlhaté Ca?*-csatornak (rianodin receptor, RyR1)
agonista molekuldinak kiillonbozd tipusait vizsgaltam Osszehasonlitva azok hatasat
hatékonysaguk ¢és szelektivitdsuk szerint. Munkdm tovabbi részében a nyaltermelés
szabalyozasanak Ca®’-fiiggd aspektusait elemeztem, melynek eredményeként egy 1j,

modositott nyéalszekrécios modellt sikeriilt megalkotni, ami az eddigieknél pontosabban

irja le a szekrécios folyamatot.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Vazizom

2.1.1. A vazizom szerkezete és mukodése

A vazizomzat szoveti egysége az izomrost, melyeknek harantcsikolatat a myofibrillumok
jellegzetes felépitése okozza. Az izomrost kozos sejthartydval koriilvett sokmagvi
struktira, amely lényegében az osztdoddsok soran szét nem valt sejtek kozossége. A
myofibrillumok ko6zotti rést az izomrostok sejtplazmaja, a szarkoplazma tolti ki. Az
izomrostot korlilvevd sejthartya a szarkolemma, melynek donté szerepe van az
izomkontrakciot 1étrehoz6 ingeriilet atvitelében. Az izom intracellularis membran rendszere
az SR, mely longitudinalis tubulusokbdl és terminalis ciszternakbol all. A termindlis
ciszternakban, mint Ca®*-raktarakban a Ca®" részben kalszekvesztrinhez kotve, részben
szabadon helyezkedik el. A szarkolemmdrdl az izomrost belsejébe az ingeriiletet a
szarkolemma betlirddéseként értelmezhetd transzverzalis tubulusok (T-tubulus) mentén jut
el. A T-tubulus mindkét oldalan egy-egy a szarkoplazmatikus retikulumhoz tartozo
terminalis ciszterna helyezkedik el, ezt harmas egységet TTC junkcionak vagy triddnak
nevezziik.

A vazizom miikddését szabdlyozd [Ca’']i  valtozasokban résztvevd

mechanizmusokat az altalam szerkesztett 1. abran szemléltetem.



T-tubulus akcios pOtenCiéI

l szarkoplazmatikus retikulum (SR)

longitudinalis tubulus

terminalis

ciszterna ™nC

kontraktilis fehérjék

1. abra. A vazizom excitacios-kontrakcios kapcsolata

Fiziologias korélmények kozott a vazizom kontrakcidjat a szarkolemman tovaterjedd
akcios potencial valtja ki. A depolarizaciot a T-tubulus membranjan halad6 akciods potencial
juttatja az izomrost belsejébe, ahol a T-tubulusok membranjdban helyet foglald
dihidropiridin (DHP) receptorok konformacid valtozasat valtja ki. Ez a konformécio
valtozas megnyitja az SR terminalis ciszterna membranjaban elhelyezkedé RyR 1 receptort,
melyen keresztiil a Ca** az SR termindlis ciszternaibol az intracellularis térbe jut. Ennek
kovetkeztében megemelkedik a citoplazméaban a Ca**-koncentracio. A felszabadult Ca®" a
troponin C (TnC) alegységhez kotodve elinditja az izom 0sszehuzodasat. A jelatvitelt tehat
a felszini membran és az SR membran kozott a fesziiltségszenzorként miikodé DHP
receptor és az SR membranjaban 1évé RyR 1 kozotti kozvetlen kommunikécio biztositja [1-
3].

A felszini membran depolarizéciodja €s az izomkontrakcid kozott eltelt latenciaidd
alatt végbemend torténések Osszességét nevezziik elektromechanikai csatolasnak. Ez 1d6
alatt a szarkolemma depolarizacidjat kdvetden a Ca>* az intracelluléris tarolohelyekbdl

felszabadul - némi egyszeriisitéssel, az akcids potencial Ca**-jellé alakul. Az



elektromechanikai kapcsolat és a Ca>*-felszabadulds szerkezeti alapegységének (calcium
release unit, CRU) tekintjiik az egymaéssal csoportosan elhelyezkedé DHP receptor - RyR1
komplexeket. Elektronmikroszkopos képeken a RyR1 homotetramer szerkezetli, melynek
aminosavlancai a tridd T-tubulus iranyaba nytlnak - e képleteket nevezziik “foot-
régionak”. A labak athidaljdk az SR ¢és a T-tubulus kozotti kb. 12 nm széles rést és
parhuzamos sorokban helyezkednek el ugy, hogy minden masodik RyRI
csatornakomplexszel szemben helyezkedik el egy-egy DHP receptor [4-7]. Fenti térbeli
viszonynak koszonhetden a véazizom elektromechanikai kapcsolata direkt mechanikai
csatolassal miikodik, ezt nevezziik depolarizacié indukélta Ca®*-felszabaduldsnak (DICR)
[8-10]. Kisérletek igazoltdk, hogy a DHP receptor a alegységének II és III doménje kdzott
talalhato citoplazmatikus hurok fontos szerepet tolt be a RyR1-re iranyulo jelatvitelben,
igy az alegység ezen része tekinthetd a kdzvetlen mechanikai kapcsolatnak a DHP receptor
¢s a RyR1 megfeleld szakasza (Leu-922-Asp1112) kozott [11-12].

A magas intracellularis Ca®'-szint azaltal valtja ki az izom 6sszehlizod4sat, hogy a
Ca®" a troponin C-hez kotddve konformécio véltozast idéz eld, lehetdvé téve a kontraktilis
elemek: a miozint tartalmazo vastag €s az aktinbo6l, tropomiozinbdl és troponinbdl felépiild
vékony filamentumok kdlcsonhatdsat. Nyugvo izomban a troponin I alegysége erdsen
rogziil az aktinhoz, a tropomiozin pedig lefedi azokat a helyeket, ahol a miozinfejek az
aktinhoz képesek kotédni. Igy a troponin-tropomiozin komplex gatolja az aktin és a miozin
kapcsolodasat. Amikor a depolarizacié hatdsara felszabadult Ca®" a troponin C-hez
kotddik, meggyengiil a troponin I kotddése az aktinhoz, és ez lehetdvé teszi, hogy a
tropomiozin az aktin alegységeken oldaliranyaban elmozduljon. Ezzel szabadda valnak az
aktin miozinfejre specifikus kotOhelyei, igy az aktin és a miozin kozott keresztkotések
alakulhatnak ki, mely a két filamentum egymason torténd elcsiszasdhoz vezet
(cstszoéfilamentum-elmélet) és végiil 1étrejon az izomdsszehtizodas [13].

Relaxaciokor a RyR1 zarddasa utan az SR longitudindlis elemeinek membranjaban
talalhato aktiv Ca?*-pumpa (SERCA) juttatja vissza a Ca*>*-ot az SR belsejébe. Itt a Ca>*
jelentds része egy kalszekvesztrin nevii Ca**-kotd fehérjéhez kapcsolodik, mely nagy
kapacitassal, de kis affinitassal koti a Ca**-ot, tehdt Ca**-puffer szerepet tolt be. A [Ca?'];
csokkenése miatt a Ca?* levalik a troponin C-rdl, a miozin és az aktin kozotti kapesolat

megszinik, és az izom elernyed [13].
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2.1.2. A rianodin receptor fiziologiaja és patologiaja

Emldsokben a rianodin receptor harom izoforméjat azonositottak, igy létezik a vazizom
(RyR1), a szivizom (RyR2) és az agy-tipusu (RyR3) receptor. A kiilonb6z6 izoformék
szekvenciaja 70%-os homoldgiat mutat. A vdzizom SR Ca®" csatornja, a RyR1, a jelenleg
ismert legnagyobb méretli ioncsatorna. A csatorna négylevelii 16here alaku, 22-27 nm
nagysagi homotetramer, mely nagy affinitassal (Kd: kb. 2 nM) kéti a rianodin nevii
novényi alkaloidot (ezért nevezziik rianodin receptornak). A RyR1 monomer moéltdmege
565 kDa, szedimentacios koefficiense 30S és kb. 5400 aminosavbdl all. A négy monomer
egy alacsony szelektivitasii de nagy vezetOképességli kationcsatornat hoz 1étre, amelynek
Ca’'-ra szamitott konduktancidja 172 pS. Az ionvezetd poérust alkotd struktirak
azonositdsdhoz  segitséget nyujtanak a mar részletesen feltérképezett K'-
csatornadoménekkel homoldg rianodin receptor szekvencidk. A fehérje amino-terminalisa
egy nagy citoplazmatikus régidt hoz létre, amit az elektronmikroszkopos képeken is
megfigyelhetd foot-régionak felel meg [14]. A RyR1 haromdimenzios képe cryo-
elektronmikroszkdpos felvételek segitségével késziilt (2. abra) [15].

SR fel6li nézet citoplazmatikus nézet oldalnézet

“foot” régi

2. abra. A rianodin receptor szerkezete [16]
Ezeken a nagyfelbontast képeken a citoplazmatikus vagy “foot” régi6 (z6ld) 12 nm magas

¢s alegységenként 12 globuldris doménra kiilonithetd el. A rdzsaszinnel jelolt

transzmembran domén rogziti a RyR1-et az SR membranjdban. Az 4bran a harmas
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sorszammal a legnagyobb domén van jel6lve, amit fiilnek (,,handle”) neveztek el. Az 5-10
szami domének a sarkok csucsait épitik fel, amit kapocs (,,clamps”) hivunk. A RyR1
finomszerkezetének feltérképezése mellett a modszer lehetdvé teszi a csatorna
kapuzasdhoz kotheté morfologiai valtozasok vizsgalatat és az egyes szabalyozo fehérjék
kotéhelyeinek térképezését is. A RyR1 zart, illetve nyitott allapotarol késziilt
haromdimenzids képek tanusaga szerint a RyR1 megnyilasakor egyes kapocs-domének
kiemelkednek a tobbi koziil, gyengiil a 9-es és a 10-es kozotti kapesolat, a TM régi6 kicsit
megnyulik, oszlopszeri doménjai szétallnak, ¢és néhany fokkal elfordulnak a
citoplazmatikus részhez képest [15, 16].

A human RyR1 citoplazmatikus N-termindlis régioja tobb, genetikailag 6roklodo
mutacidt is hordozhat. Klinikai szempontb6l a malignus hyperthermia jelentds, mely
kialakulasaért a 19-es kromoszoma hosszu karjan elhelyezkedd RyR1 tobb pontmutécioja
tehetd feleldssé [17-20]. A mutaciok miatt (pl: Argl63Cys, Gly248Arg, Gly341Arg,
Tyr522Ser, Arg614Cys, Gly2433 Arg) a mutaciokat homozigota formaban hordoz6 betegek
izomrostjainak Ca®’-indukalt Ca®*-felszabadulésa rendellenes, mert a kéros RyR1 és az
egészséges csatornak Ca’*-fiiggd aktivalédasanak érzékenysége eltér [21-24]. A mutacidk
miatt médosul a RyR1 koffeinnel és az altatoszerként széles korben hasznalt halotdnnal
szemben mutatott érzékenysége is [25]. A terapids koncentracioban alkalmazott halotdn
hatdsara is megnyil6 kéros RyR 1 miatt jelentésen megnd a citoplazmatikus Ca**-szint, ami
kontrollalatlan fesziilésnovekedést, kontrakturat okoz. A teljes véazizomzatra kiterjedd
izomgorcsOk miatt testszerte megnd a hdtermelés, ami malignus hyperthermidban
manifesztalodik. Ezzel parhuzamosan megnd az aerob és glikolitikus metabolizmus
intenzitdsa, ami metabolikus €s respiratorikus acidézist okoz, tovabba hiperkalémia és
aritmia 1s fellép [17, 26-29]. Izomrelaxans (dantrolen) alkalmazasa nélkiil a folyamat
végzetes kimenetelll [30]. A miitéti kockazat csokkentése céljabol malignus hyperthermia-
gyanus betegek in vitro szlirésére haszndlhatdé a koffein, mivel a mutans receptorok
koffeinnel szemben mutatott érzékenysége fokozott [31].

A RyR1 ioncsatorna szelektivitasat az egyes ionokra vonatkozd relativ
permeabilitisa jellemzi. A RyR1 a Ca®"-on kiviil més élettanilag fontos kationokra is
permedbilis. A monovalens szervetlen kationokra vonatkozéd permeabilitasa alig

kiilonbozik egymastol, mig jelentds szelektivitas mutathat6 ki a kétértékii kationok javara,
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melyek kozott csekély kiilonbséget talalunk permeabilitas szempontjabol [32, 33]. Ennek
a bivalensek kozotti viszonylag alacsony szelektivitdsnak in vivo nincs kiilondsebb
jelentdsége, mert a Ca**-felszabadulas soran kialakulé potencialkiilonbség az SR K*- és
Cl'-csatornain keresztiilfolyd nagymértékii kompenzatdrikus aram miatt nem, vagy csak
dtmenetileg generalodik, igy a RyR1-on keresztiill nagyrészt Ca** folyik fiziologias

koriilmények kozott [34, 35].

2.1.3. A RyR1 farmakologiaja

A RyR miikddését szamos endogén tényezd (Ca**, Mg?', nukleotidok) és exogén tényezd
(metilxantinok, fenol szarmazékok, ezen beliil kiilondsen a krezolok) modosithatja.

A Ca’" a RyR1 legfontosabb természetes regulatora, mivel a RyR1 mas ligandjai
vagy képtelenek aktivalni Ca®" hidnyaban a csatornat, vagy a maximalis hatés kivaltasahoz
Ca?"-ot igényelnek. A csatorna nyitvatartasi valdsziniisége (Po) és a Ca®"-koncentracid
kozott haranggdrbe alaka 6sszefiiggés van. Nanomolnyi Ca?*-koncentricional a P, kdzel
nulla. A citoszolikus Ca** koncentracié 50-100 pM-ig aktivalja RyR1-et, mig ennél
magasabb Ca?’-koncentréacié gatolja a csatornat (ICso = 300-500 uM) [36-38]. A bifazisos
hatds azzal magyarazhatd, hogy a RyR1-nek két Ca>" kétdhelye van. Az egyik egy nagy
Ca?*-affinitast aktivacios kotdhely, mig a masik egy kis affinitist gatld kotdhely. Ca®'-ra
nézve a csatorna aktivacios €s inhibitoros Hill-koefficiense egyarant 1, ami arra utal, hogy
minden egyes RyR1 egy aktivacios és egy inaktivaciés kotéhellyel rendelkezik. A Ca**-
kotéhelyek a RyR1 citoplazmatikus doménjén helyezkednek el.

A RyR1 nem csak citoplazmatikus, hanem intraluminalis oldalrdl is szabalyozhato, bar
nem bizonyitott, hogy a luminalis oldaldn vannak kotohelyek. Ez azzal magyarazhato,
hogy a luminalis oldalra adott nagy mennyiségli Ca** a csatornan keresztil a
citoplazmatikus oldalra atdiffundal, és ott kifejti hatasat a Ca®"-kotShelyekhez kotddve
(,,feed through” szabdlyozas). Ennek az elképzelésnek a helyességét az is alatdmasztja,
hogy RyR1 aktivitdsanak intraluminalis (transz) oldalrél, Ca**-mal torténd befolyasolasa

fesziiltség-fiiggd [39, 40].
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A Mg?" mikromolos koncentracioban gatolja a kalcium csatorna miikodését. A
Mg?* gatld hatdsa azzal magyarazhato, hogy a Mg?" a Ca?"-kétéhelyekhez kotddve zarja a
csatornat [36, 41].

Az adenin-nukleotidok aktivaljak a RyR1 csatornat. A leghatékonyabb aktivatornak
az ATP bizonyult, hatékonysag szempontjabol ezt koveti az ADP, AMP és a cAMP. Az
adenin-nukleotidokra nézve a csatorna Hill-koefficiense 2, tehat a RyR1-nek két,
kooperativ adenin-nukleotid kétdhelye van. A csatorna maximalis aktivacidjahoz a Ca®* és
az ATP szimultan jelenléte sziikséges [9, 42].

A metilxantinok koziil a koffein ndveli a RyR1 nyitvatartasi valoszintiségét, ezért
izomkontraktirat hoz létre. Po-noveld hatasat a Ca**-aktivacids helyek érzékenységének
novelésével éri el. Erre utal az is, hogy a 0,5-2 mM-ban alkalmazott koffein uM koriili
Ca®"-koncentracional valtja ki aktivaldo hatdsat, mig 5-10 mM-os koncentraciéban
alkalmazva mér pikomélos Ca**-koncentracional is folyamatosan nyitva tartja a RyR1-et.
A tobbi metilxantin a koffeinhez hasonl6 hatdssal rendelkezik. A metilxantinok hatdsossagi
sorrendje a kovetkezd: methylxantin > theobromin ~ theophylin > koffein ~ dimethylxantin
[42]. Kisérletes koriilmények kozott a legszélesebb korben hasznalt RyR1-agonista a
koffein, mely felbecsiilhetetlen értékii informaciodt szolgaltatott a RyR1 izommiikodésben
betoltott szerepérdl [43-46]. De a koffein tavolrol sem idedlis kisérleti eszkdz az
1izommiikodés szabalyozasanak vizsgalatara, részben mert az erésen hidrofob molekulat
nehéz kimosni és csak nagy (tdbb mM) koncentracidban idéz elé Ca** felszabadulést [47,
48]. Raadasul szelektivitisa sem megfeleld, mivel tovabbi hatdsokkal is rendelkezik:
foszfodieszteraz-gatld tulajdonsaga révén ndveli a rostban a cAMP szintet, fokozza a
myofibrillumok Ca®" érzékenységét, megvaltoztatja a SERCA, az IP3 receptorok tovabba
szamos ioncsatorna mikodését [49-51].

A fenol szarmazékok nagy szerepet jatszanak a gyogyaszatban, gydgyszeriparban,
kozmetikumok eléallitasdban és festékekben. A legtobb természetes fenolszarmazékot
antifungalis és antibakteridlis hatasa miatt alkalmazzak, mint példaul a timolt €s annak
szerkezeti analdgjait (karvakrol, vanilin, cineol). A timol az aneszteziologidban is
megjelenik, mint a halotan tartositd és stabilizalo vegyiilete. A kozmetikai iparban és
gyogyaszatban az eugenolt és anizsaldehidet kellemes illatuk miatt is alkalmazzak. A timol

submillimolaris koncentracioban Ca?'-felszabadulast valt ki a vazizombdl izolalt SR
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vezikulumokbol. Sarkozi és munkatarsai a természetes fenol szarmazékok hatasat
vizsgaltdk a vazizom SERCA pumpdjan és RyR1-én. Eredményeik alapjan a timol és a
karvakrol gatolta legintenzivebben az SERCA pumpat, mig a RyR1 aktivalasan keresztiil
koncentracié-fiiggd modon Ca?*-felszabadulast indukalt a vazizom nehéz SR vezikulaibol.
A timol és karvakrol fokozzak a Ca®"-csatorna nyitvatartasi valdsziniiségét. A timol jo
oldhatosaga, a kisérletek ismételhetdsége €s alacsony hatasos koncentracioja (kd=160 uM)
miatt, akar idedlis RyR 1 agonista is lehet [52].

A krezolok olyan fenolszdrmazékok, melyek benzol gytiriijéhez egy metilcsoport

¢s egy hidroxil csoport kapcsolodik. Attol fliggden, hogy az emlitett funkcionalis csoportok
egymashoz képest hogyan helyezkednek el a benzol gylirlin, hidrom izomert
kiilonboztetiink meg: orto-krezolt, meta-krezolt €s para-krezolt. Ezek klorozott valtozatai
a klorokrezolok.
A koffein hasznalata 4ltal okozott technikai nehézségeket jelentds mértékben
kikiiszobolhetjiik a koffeinnél sokkal specifikusabb RyR1 agonistdk, a klorokezolok
alkalmazéaséaval. A klorokrezol molekula egy benzol gyliribe szubsztitudlt hidroxil
csoportot, metil csoportot valamint egy klor atomot tartalmaz. Ezek egymashoz
viszonyitott pozicidja alapjan megkiilonboztetjiik a 4-kloro-orto-krezolt (4-COC), a 4-
kloro-meta-krezolt (4-CMC), és a 3-kloro-para-krezolt (3-CPC) (3. 4bra).

OH OH
CHj OH

CHj; HsC
Cl Cl Cl
4-Kloro-orto-krezol  4-kloro-meta-krezol 3-kloro-para-krezol
(4-COC) (4-CMC) (3-CPC)

3. dbra. Klorokrezol sztereoizomerek szerkezete

Korabbi tanulményok szerint a 4-CMC, melyet gyogyszerekben tartositoszerként

hasznalnak, noveli a tricialt rianodin kotédését a nehéz SR vezikulumokhoz, azokbol Ca?'-
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felszabadulast valt ki és noveli a RyR1 csatorndk nyitvatartasi valoszinliségét, valamint
hatékonyan gatolja az SR Ca?" ATP-4zt [53-55]. A 3-CPC és a 4-COC szelektivitidsa RyR1-
en és a SERCA pumpén mindeddig tisztazatlan, bar arra taldltam adatot, hogy a 4-CMC
gatolja a SERCA muikodését [56]. Az eltéré molekulaszerkezetek alapjan varhat6, hogy a
kiilonbozd szerkezetli klorokrezolok eltérd mértékben stimulaljak a RyR1-et illetve
gatoljak a SERCA-t, tovabba kiilonbség lehet a vegyliletek szelektivitasaban is.
Kisérleteink célja ezen kiilonbségek feltardsa volt, ami lehet6vé teszi a leghatékonyabb és

legszelektivebb RyR1 agonista kivalasztasat.

2.1.4. Az SR Ca*" pumpa miikodése

Az SR-be a felszabadult Ca®"-ot egy aktiv transzportfolyamat juttatja vissza. A SERCA
mitkddése soran — a tobbi P-tipusu ATP-azhoz hasonldan - az egyik legfontosabb 1épés az
enzim foszforilalasa, amely egy atmeneti E;-E> konformacidvaltozashoz vezet. Egy ATP
hidrolizise kapcsan az Ei-konformacios allapotii fehérje két Ca**-ot juttat az SR
longitudinalis tubulusaba. Ezt kdvetden a Ca**-ot kotott fehérje Mg?* jelenlétében ATP-t
hidrolizal, mely soran a pumpafehérje foszforilalodik, ezen folyamat stabilizélja a pumpa
E> konformacios allapotat. A SERCA a nagy affinitasi Ca**-transzportrendszerekhez
tartozik (Km kb. 400 nM), emiatt a pumpa aktivitasa Ca**- fliggd, amelynek koncentracio-
optimuma 2 uM Ca*" kériil van. A SERCA molekula modelljén 3 6 régi6 kiilonithetd el:
(1) a citoplazmatikus oldalon elhelyezkedd feji rész, mely az ATP-koto, a foszforilacios, és
az un. energia transzdukcids domént hordozza, (2) az intramembran régi6, mely 10
transzmembran hélixbdl all, és (3) a penta-helikalis szar, ami Osszekoti a feji részt és az
intramembran szegmentumot. E két utobbi részen Ca**-kotdhelyek vannak, amelyek dontd

szerepet jatszanak a transzport folyamatban, valamint annak szabalyozasaban.
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2. 2. Nyalmirigy

2.2.1. Nyalmirigyek altalanos szerkezete, felépitése, szovettana

A nyalmirigyek olyan exokrin mirigyek, melyek kivezetd csovei a széjiiregbe nyilnak és a
szajliregbe vezetik a hipozmotikus nyalat. A nyalnak szamos fontos funkcidja van:
glikoprotein tartalma miatt a szajnyalkahartyat nedvesen tartja, ami elengedhetetlen a
ragashoz, a nyelési folyamatokhoz €s a beszédhez. Tovabba antibakterialis hatasu az IgA-
antitesteknek ¢és a lizozimnek kdszonhetden. Embernél amilazt tartalmaz, mely a taplalék
poliszacharidjait bontja. A nyal kalciumkoto fehérjéi védo bevonatot képeznek a fogakon.
Meéret szerint megkiilonboztetiink kis és nagy nyalmirigyeket. A kis nyalmirigyek elszortan
a submucosaban helyezkednek el (pl. glandulae labiales, glandulae palatinal stb.). A nagy
nyalmirigyeket harom par mirigy alkotja: a fiiltdmirigy (glandula parotidea), a nyelv alatti
mirigy (glandula sublingualis) és az allkapocs alatti mirigy (glandula submandibularis). A
mirigyvégkamrak (acinusok) és azok kivezetd csovei (ductus rendszer). Végil a
proliferalodd sejtkdteg benyomul a mesenchymaba, amely a mirigy parenchymadjat
lebenyenyekre osztja. igy alakul ki az interstitium, amely egy ereket és idegeket tartalmazo
laza kotészovet. A szekrécios egység alapja a salivon, aminek komponensei: ductus
excretorius, tubulus salivalis, tubulus intercalaris és az acinus. Az acinusok szekrécios
tulajdonsaga alapjan csoportosithatjuk a nagy nyalmirigyeket megkiilonboztetve a serosus,
mucinosus, valamint a kevert tipust mirigyeket. A serosus végkamra sejtjei fehérjetermeld
sejtek. A végkamra gomb alak(, lumene sziik, falat piramis alaka kobhamsejtek alkotjak.
A sejtmag kozépen helyezkedik el, a sejt lumen feldli oldalan szekrécids granulumok

helyezkednek el. A parotis a termelt szekrétum alapjan tisztan serosus nyalmirigy [57].
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2.2.2. A parotis acinus sejtjeinek strukturaja

A parotis piramis alakil serosus acinus sejtjei szerkezetileg és funkciondlisan is
polarizaltak. Tevékenységiik eredménye a primer nyal. A mikroszkop alatt atesé fényben

késziilt felvételen jol latszik a sejtek polarizaltsaga (4.A abra).

szekretorors
granulumok

‘iﬁ'*"“ .( 4“'

apikalis membran

slieiaje|

sejtmag

bazalis
membran

4. abra. Parotisbol izolalt nativ acinus sejtek féenymikroszkop alatt (A) és

immunfluoreszcens festést kovetoen konfokalis mikroszkop alatt (B) [58]

A polarizaltsag eredményeként - hasonléan a legtobb mirigyhez - az acinus sejtek
membranja is két részre oszthato. A sejt lumen felé tekintd kisebb felszinnel rendelkezd
része az apikalis (luminalis) membran, ahol a szekrétummal telt vezikulédk helyezkednek
el. A folyadék és enzimszekréci6 a luminalis membranon keresztiil a lumen felé torténik.
A sejt lamina bazalis felé tekintd relative szélesebb része a basolateralis membran. Az
apikalis membran kiterjedése korabbi becslések szerint a teljes membranfelszin ardnylag
kis részét teszi ki. A polarizalt szerkezet kovetkezménye, hogy a sejtorganellumok
elhelyezkedése is aszimmetrikus a sejten beliil. Ezt jol szemlélteti a 4.B abran
fluoreszcensen jelolt sejtalkotokrol késziilt konfokalis mikroszkopos felvétel, ahol a
sejtmagok a DNS-t specifikusan kétd Hoechst-fluoreszcens kékkel jeloldédtek. A magok

kozépen, vagy a bazolaterdlis oldalhoz kozel helyezkednek el. Pirossal az apikalis
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membranhoz kozeli szekrécios granulumok lathatok. Festésiik LysoTracker fluoreszcens
festékkel tortént, mely savas organellumok megfestésére alkalmas, mig a plazmamembrant
FM-143 membran specifikus zo6ld fluoreszcens festék tette lathatova [58].

A polarizalt szerkezetii acinus sejtek funkciondlisan is polarizaltak, ami azt jelenti, hogy a
transzporterek ¢és ioncsatornak elhelyezkedése is eltérd a bazolateradlis és az apikalis
membranon. A nyalmirigyek acinus sejtjei allitjak elé a primer nyalat, mely 1zozmotikus
folyadék. A folyadék- és enzimszekrécié az apikélis membranon keresztiil torténik. Az
acinus sejtek kozotti mechanikus kapcsolatért a zonula ocludens (ZO) a felelds, mas néven
tight junction (TJ) sejtkapcsol6 struktura. A TJ az apikalis membran kozelében talalhato,
szinte Ovszerlien helyezkedik el a sejten. A TJ a sejtek kozotti kapcsolaton tul szerepet
acinus sejtek polarizalt felépitését [59, 60]. Tovabba a TJ paracellularis barrierként is fontos
szereppel bir, mivel igy tartja fent a transzepitelidlis koncentracié gradienst, ami

elengedhetetlen a membrantranszport folyamatokhoz [61].

2.2.3. A nyalszekrécio szabalyozasa

A nyalelvalasztas folyamata kizardlag neurdlis szabalyozds alatt all. A
nyalelvalasztas két reflexfolyamat eredménye. A feltétlen nyalelvalasztasi reflex egy olyan
velesziiletett reflex, amelyet az iz- €s mechanoreceptorok ingerlése, orrnyalkahartyaban
elhelyezkedd szagérzd receptorok ingerlése és a beszéd valt ki. A feltételes reflex tanult,
melyet Pavlov kutydn végzett kisérlete bizonyit. A nyalelvalasztds kozpontja az
agytorzsben van, a feltétlen reflexe itt csatolodik at az efferens palydkra (nervus facialis és
nervus glossopharyngeus). Az acinus sejteket paraszimpatikus és szimpatikus
posztganglionaris rostok idegzik be. A paraszimpatikus kolinerg rostok fontos szerepet
jatszanak az acinusok beidegzésében. A reflex a paraszimpatikus posztglangliondris rostok
idegvégzddéseibdl acetil-kolint (ACh), P-anyagot (SP) és vazoaktiv intestinalis peptidet
(VIP) szabadit fel. Az ACh Mj3 tipusu ACh-receptorhoz kapcsolodik, ami az acinus sejtek
bazolateralis membranjaban talalhat6 [62, 63]. A receptor aktivaciojat kdvetden a G-fehérje
a-alegysége aktivalja a foszfolipaz C-t (PLC), mely a sejtmembranban elhelyezkedd, a
foszfatidil-inozol-4,5-bifoszfatot (PIP2) diacil-glicerinre (DAG) ¢és inozitol-1,4,5-
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trifoszfatra (IP3) hidrolizalja. Az IP3, mint masodlagos hirvivo az endoplazmas retikulumon
(ER) 1év6 IP; receptorhoz kapcsolodva Ca?* felszabadulast eredményez [64-66]. Az
ionmozgasokat a nyalmirigy acinus sejtekben bekovetkezd paraszimpatikus stimulacio
hatasara megnovekvd intracellularis Ca®" koncentraci6 inditja be, mely soran megnyilnak

A primer nyal keletkezésénél a Ca®* szignalizacionak dontd szerepe van, melyet a
nyalmirigy acinus sejtekben paraszimpatikus stimuldcié hatasara megnovekvo
intracellularis Ca®* koncentraci6 indit be azaltal, hogy megnyitja az acinus sejt apikalis
régidjaban elhelyezkedd Ca**-fiiggé CI -csatornakat [71-74]. Mivel az acinus sejtek CI -
koncentracidja megnd, a ClI° a gradiense mentén a lumindris plazmamembran
ioncsatorndjan keresztiil a lumenbe keriil [75-77]. Eddig szdmos olyan transzmembran
fehérjét azonositottak, melyek Cl -csatornaként is miikddnek. Ilyenek a bestrophin
(BEST1, BEST2, BEST3, BEST4) és bizonyos anoctamin csatornak (TMEMI16A vagy
ANOLI) [78-84]. Az emlitett Cl-transzporterek nyalmirigyben valdé megjelenése kozott
jellegzetes eltérések figyelhetdek meg. Példaul a TMEMI16A-ként és Best2-ként
azonositott Cl-csatorna legnagyobb mértékben a glandula submandibularis acinus
sejtjeiben expresszalodik [81].

A szabalyozas lényeges eleme, hogy a sejtorganellumok Ca** leaddsa pulzald
jellegti és a stimuldlt sejt szabad Ca**-koncentracioja oszcillal [85, 86]. A Ca** oszcillacidja
egy korabbi modell szerint a sejtvolumen oszcillaciojatol figg [87]. Ujabb feltételezések
szerint valosziniitlennek tlinik, hogy a parotis acinus sejteknek sziiksége lenne arra, hogy
a sejtvolumen véltozzon ahhoz, hogy Ca**-koncentracio-valtozast mutasson. Ezért inkdbb
az IP3 metabolizmuséahoz kapcsolt feedbacket teszik feleldssé az intracellularis Ca?*- szint
valtozasaért [88]. Pszichés izgalmak esetén a szimpatikus véalasz az er@sebb, mely az acinus
sejtek Po-receptorainak ingerlésével fokozza a fehérjeszekréciot. Az aj-adrenerg
receptorokon keresztiil az inger vazokonstrikciot okoz, igy csokken a mirigy
vérellatottsaga, melynek kovetkeztében folyadék szekrécid is csokken. Az emlitett
kovetkezmények hatasara a kivalasztott nyal stiriibb és viszkozusosabba valik. Ilyenkor a
B2-adrenerg receptorok stimulacidja adenilat-ciklaz aktivalashoz és a kovetkezményes
ciklikus adenozinmonofoszfat (cAMP) szint ndvekedéséhez vezet. A cAMP szint

novekedése a protein-kindz A-t (PKA) aktivalja, amely egy foszforildcids mechanizmus
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altal kivaltja a szekretoros granulumok exocitozisat, illetve a fehérje termelést. Az 1P;3
receptort a PKA foszforillaja ezzel megndveli a receptor érzékenységét, a ndvekedett Ca'-
koncentracié pedig a Ca’'-szenzitiv adenilat-ciklaz altal megnoveli a cAMP-szintet. A
cAMP szint novekedésével hatnak mas neuropeptidek is, pl. a VIP és a CGRP (kalcitonin
gén rokon peptid), melyek hatdsmechanizmusdhoz is sziikség van a cAMP-re [89]. A
parotis serosus sejtjeiben az o-amildz, a glikoprotein ¢és a kalciumot kotd fehérjék
granulomokban raktdrozodnak, melybdl exocytozissal keriilnek a lumenbe [90]. A
parotisban paraszimpatikus és szimpatikus stimuldcié hatdsara is megemelkedik a sejt
Ca?’-koncentracidja. Tehat B-adrenerg és kolinerg receptor agonista hatdsara is fokozodik

az exocytosis is, legfdbbképpen az a-amildz szekrécidja [91, 92].

2.2.4. A Klasszikus nyalszekrécios modell

Az éltalam rajzolt 5. dbran bemutatott nyalszekréciot leird jelenlegi modell szerint a
folyadékszekrécio hajtoerejét az acinus sejtek basolateralis membranjaban elhelyezkedo
Na'/K' pumpa illetve az altala felépitett Na* -gradiens adja, amit egyértelmiien bizonyit,
hogy ouabainnal a nyaltermelés teljes mértékben felfiiggesztheté [93-95]. Na* gradiens
terhére a Na'/K'/2Cl" elektroneutralis kotranszporter a bazolateralis membranon keresztiil
Cl'-ot juttat az intracellularis térbe [96-98]. Azonositottak egy tovabbi bazolateralis
kloridfelvételi utvonalat is, mely két antiporter, a Na"/H" exchanger (NHE1) és a C1/HCO5’
csere (AE2) koordinalt miikddésével valosul meg, de ennek jelentdsége egyeldre vitatott
[99-100]. A modell szerint csak az intracellularis Cl” koncentracio emelkedik meg, mert a
Na'/K*/2CI" transzporter altal bevitt Na* és K gyakorlatilag korforgast végeznek a
bazolateralis membranon keresztiil. A belépé Na*-ot a Na'/K* pumpa tavolitja el, mig a K*
K"-csatorndkon keresztiil tdvozik -mindkettd a bazolateralis membranon keresztiil. A Cl" a
luminalis membréanban 1évé Ca**-fiiggé Cl csatornakon elektrokémiai gradiense irdnyéba
az acinus lumenébe aramlik, ennek kovetkeztében az acinus sejt lumene elektronegativva
valik, ezért elektromos gradienst hoz 1étre a Na“-ok szdmara [101]. A primer szekrétum
kialakulasa soran az interstitiumbol Na" 1ép a lumenbe paracelluléris Gtvonalon. Az acinus
lumenében ily modon belépd Cl- és Na'-ok paracellularis vizbearamlast indukénak, igy a

primer nyal izozmotikus lesz [102]. A modell Iényeges eleme, hogy a sejtbe kiilonb6zo
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mechanizmusok segitségével belépd K a pumpaval azonos, azaz a bazolateralis oldalon,

konduktiv K'-csatornakon keresztiil hagyja el a sejtet.

H,0

‘ Na* Cl Luminalis membran
A

Bazolateralis membran

5. dbra. A klasszikus nyalszekrécios modell

A folyamat soran a CI” szdmadra az elektrokémiai hajtéerd 4llandd, mivel a Ca**-fiiggd K-
csatornak (Kca2+) ellendrama folyamatosan biztositja a negativ membranpotencialt. A K*
legalabb kétféle K'-csatornan keresztiil juthat vissza az interstitiumba: a nagy
konduktancidji Kcax+ (BK, KCal.1l) valamint a kdzepes konduktancidji SK4 csatornan
(KCa3.1, “Gardos channel”) at. Az SK4 Ca**-fiiggé K*'-csatorna, a BK pedig Ca*" és
fesziiltség-fiiggd mddon is szabalyozott [103, 104]. A nyélszekrécié soran a Ca®*-fiiggd
K'-csatorndk szerepe tehat az, hogy a Cl° szamara allando elektrokémiai hajtoerdt
biztositson, igy a Kcaz+ ellendrama folyamatosan fenntartja a negativ membranpotencialt.
A K'-okat Na"/K" ATP-az pumpadlja vissza az acinus sejtbe. A Kca+-nak fontos szerepére
utal, hogy a folyadékszekrécios folyamat a Kcax+ csatorna gatld paxillinnel valamint
ouabainnal is felfiiggeszthetd. Fentiek értelmében a Ca®*-fiiggd szekrécid szabalyozas azon
alapszik, hogy az intracellularis Ca**-koncentracié novekedése a folyamatos szekréciohoz

sziikséges Cl" és K" és csatorndkat egyarant megnyitja. Korabbi kutatisi eredmények
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szerint a Kca2+ csatorndk a sejtek bazolaterdlis membranjdban foglalnak helyet. A jelenlegi
nyalszekrécios modell ezzel magyardzza, hogy a primer nyal K'-ban szegény, és a
Na'/K'ATP-azt a Kcax+ csatornaval megegyezd helyre, a bazolateralis membranba helyezi
[99, 105-107]. Dolgozatomban bemutatott eredményeink ezt a klasszikus nyalszekrécids
modellt kérddjelezik meg, mivel jelentds mennyiségli Kcao+ csatorna és Na'/K™ pumpa
funkciondlis jelenlétét bizonyitjdk a [uminalis membranban. A transzport fehérjék
morfologiai- ¢és funkciondlis vizsgalataval kapott eredményeink alapjan egy Uj

nyalszekrécidos modellt készitettiink.
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3. Célkituzések

A vazizmon végzett kisérleteink sordn a hdrom vizsgalt klorokrezolnak a RyR1
csatornara és a SERCA pumpdra irdnyul6 hatdsat kvantitativ modon hasonlitottuk 6ssze
abbol a célbol, hogy kivalasszuk a RyR1-re haté legszektivebb agonistat. Korabban
emlitett klorokrezol sztereoizomerek kiilonb6z6 molekulaszerkezete miatt feltételezheto,
hogy eltér6 mértékben stimuldljdk a RyR1-et illetve gatoljdk a SERCA-t, tovabba
kiilonbség lehet a vegyiiletek szelektivitasaban is. Kisérleteink célja ezen kiilonbségek
feltarasa volt, ami lehetdvé teszi a leghatékonyabb és legszelektivebb RyR1 agonista
kivéalasztasat. Ehhez lipid kettdsrétegbe agyazott RyR1 receptorokon ionaramokat
mértiink, SR-bdl izolalt nehéz és konnyli membranvezikuldkon Ca?’-transzport

kisérleteket €s ex vivo vazizom kisérleteket végeztiink.

A nyélmirigy acinus sejtjein végzett méréseink kordbbi tdjékozodo kisérletek
eredményeire ¢épiilnek, amelyek alapjan joggal feltételezhettiik, hogy a jelenleg
kanonikusan  elfogadott  nyalszekrécids  mechanizmus  pontositdsra  szorul.
Munkacsoportunk korabbi mérései szerint a K* csatorndk parotis acinussejteken fleg a
lumindlis membranban helyezkednek el. Ez minden bizonnyal jelentés lumindlis K+
szekréciot eredményez. Ennek ellenére a primer nyal K' koncentracidja viszonylag
alacsony, ami felveti annak lehet6ségét, hogy a K™ a Na/K pumpa segitségével a luminalis
oldalon reabszorbedlodik. Ez az eredmény arra utal, hogy a kalicum fiiggé kalium
csatorndk is az apikéalis membranban helyezkednek el. Munkam soran fluoreszcens
mikroszkdpos modszerekkel azt vizsgaltam, hogy a luminaris oldalon is helyezkednek e el
Na/K pumpak. Ezt a pontositast tliztem ki célul az acinus sejteken végzett elekrofiziologiai

¢s morfologiai kisérleteinkben.
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4. Modszerek

4.1. A vazizom Ca’" transzportereinek vizsgalatira alkalmazott
modszerek

4.1.1. SR mikroszoma preparatumok készitése nyul vazizombol

Az SR termindlis ciszterndit tartalmaz6 mikroszoma frakciot (nehéz SR vezikulumok,
HSRV) és a longitudinalis tubulusok vezikulumait (konnyti SR vezikulumok, LSRV) nytl
vazizombdl izolaltuk differencial centrifugdlas segitségével [52]. Az LSRV SERCA
pumpat, mig a HSRV RyR-t és SERCA pumpat egyardnt tartalmaz. A preparalasi folyamat
minden 1épését 4°C-on végeztink. Az felhaszndlt oldatokat protedz inhibitorokkal
egészitettiik ki (200 uM pefabloc SC, 0,1 uM aprotinin, 1 uM leupeptin, 0,2 uM pepstatin-
A, 500 uM benzamidin). Az izmot 450 ml pufferben (100 mM NaCl, 20 mM EGTA, 20
mM Na-HEPES) homogenizaltuk, amelynek pH-ja 7,4 volt. Ezt kdvetden a sejttormelék
eltavolitasa céljabol egy centrifugalast alkalmaztunk 3500 x g fordulaton 35 percig egy
kilendiild karos rotorral rendelkezd asztali centrifuga segitségével. A feliiluszot tovabb
centrifugaltuk 30 percig 40000 x g fordulaton egy Ti45 tipusu rotorban. A nyers
mikroszomakat tartalmazé pelletet reszuszpendaltuk 600 mM KCI, 10 mM K-PIPES, 250
mM sucrose, | mM EGTA, 0,9 mM CaCl;-ot tartalmazé oldatban (pH=7,0), majd 1 6ran
keresztiil hidegszobaban taroltuk. Az igy kapott mikroszoma szuszpenziot 109000 x g
fordulatszdmon 30 percig centrifugaltuk. A pelletet reszuszpendalas utan egy 20-45%-o0s
linearis sucrose gradiensre (105 mM NaCl, 10 mM PIPES, 0,1 mM EGTA, 0,09 mM CaCla,
pH=7,0) rétegeztiik. Egy éjszakan at tartd centrifugalds utdn (90000 x g, 16 6ra, SW-27
rotor) két 1athato gytirtit (LSRV és HSRV) gytjtottiink a sucrose gradiens megfeleld (rendre
30-32%-o0s ¢és 36-38%-0s) régioibol. A mikroszomakat 10-szeres térfogatu pufterben (475
mM sucrose, 1 mM NaCl, 10 mM K-PIPES, pH=7,0) mostuk és centrifugalassal ismét
Osszegyljtottiik (124000 x g, 60 perc, Ti45 rotor) A pelletet pufferben (300 mM sucrose,
10 mM K-PIPES, pH=7.0) reszuszpendaltuk. A végsd fehérje koncentraciod jellemzden 20
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mg/ml felett volt. A vezikulakat kiporcidztuk, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk ¢€s
tovabbi felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

Nyll vazizom
homogenizalas 450 mi
pufferben pHY 4 + proteaz
inhibitar

1. 3500 x g 35 min.
2. 40000 x g 30 min.

Nyers mikroszéma

Reszuszpendalas hidegszoba 1 h

-—

Mikroszdma szuszpenzio

109000 x g 30 min.
Reszuszpendalas

—

Pellet linearis surose
gradiens

20000xg1€h

-—

LSRV és HSRV gydrd
gyljtése

Reszuszpendalas pufferben

-—

Vegsd 20mgml fehérje
koncentracd

1. lllusztracio: SR mikroszoma preparatumok készitése nyul vazizombol
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4.1.2. Kalcium felszabadulas mérése SR vezikulumokbal

A nehéz SR vezikulumokat (mérésenként 0,5 mg fehérje) 1,9 ml, 37°C-os pufterben (92,5
mM KCI, 18,5 mM MOPS, 1 mM MgCl,, | mM ATP, és 250 uM antipyrylazo III, pH=7,0),
iivegkiivettaban diszpergaltuk [108]. Az oldat extravezikuldris Ca?" tartalmat a
metallokrom Ca?’-indikétor festék, az antipyrylazo III transzmittanciajanak segitségével
kovettiik 710 nm-en egy Spex-Fluoromax tipust spektrofluoriméterrel. A kisérlet elején a
nehéz SR vezikulumokat Ca’"-mal a SERCA pumpa segitségével megtoltottik. A
vezikulumok Ca**-felvételét megfeleld mennyiségii CaCl> hozzdadasaval inditottuk el.
Miutén a Ca**-felvétele befejédott, klorokrzolok kiilonbdzd dozisaival Ca**-felszabadulast
véaltottunk ki. Az adatok értékelésekor a felszabaduldé Ca’** mennyiségét és a Ca®"
felszabadulas sebességét hataroztuk meg. A Ca**-felszabadulas sebességét a gorbe kezdeti
szakaszanak meredeksége adta meg. A transmittancia-értékeket az elsd 5 adatpont atlagara
normalizaltuk. Néhany kisérletben a vezikulumokat ruténium vordssel kezeltiik el a RyR1

folyamatban val6 részvételének bizonyitasa céljabol.

4.1.3. Ionaram mérések RyR1-csatornakon

A csatorna aktivitast mesterséges sik lipid kettdsrétegbe agyazott RyR-okon, az iondram
mérésével kovettiik. A RyR-t nehéz SR vezikulumok sik lipid membranba valo
fuzionaltatasaval épitettiik be [52]. A kettOsréteget egy delrin anyagl csésze (mérdkamra,
Warner Instruments Inc., Dixwell Ave, Hamden, Egyesiilt Allamok) falaba furt, 200 um
atmér6jli lyukon alakitottuk ki, ami igy két oldatrészt valasztott el. A mérékamra
mérdoldatot tartalmazott, amelynek Osszetétele a kovetkezd volt: 50 mM CsCH30sS, 100
uM  KoHEGTA, 150 pM CaCl,, 20 mM HEPES, pH=7,2. A lipid oldat
phosphatidylethanolamint, phosphatidylserint és phosphatidylcholint tartalmazott 5:4:1
aranyban ¢és n-dekanban volt feloldva. A lipid koncentraciéo 20 mg/ml volt. A nehéz SR
a RyR1 citoplazmatikus oldaldnak felelt meg, a Cs'-koncentraciot 450 mM-al
megnoveltiik. Az ionaramot a Cs* koncentracid gradiense hajtotta, mialatt a membran

potencial értékét 0 mV-on tartottuk. A RyR1 sikeres beépitése utin a szabad Ca®"
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koncentraciot a cis oldalon EGTA hozzdadasaval 50 uM-rol 100 nM-ra csokkentettiik.
Ezutan a RyR1 citoplazmatikus oldalanak megfelelé oldatfélhez klorokrezolt adtunk a
kivant koncentracidban. Az ionaramokat Axopatch-200 erdsité segitségével detektaltuk,
majd 1 kHz-en egy 8-pdlust Bessel szlir6vel sziirtiik és 3 kHz-en digitalizaltuk. Végiil az
aramjeleket pCLAMP 6.03 szoftver (Axon Instruments) segitségével rogzitettiik. A
csatornak nyitvatartasi valoszinliségét Clampfit 10 szoftverrel hatdroztuk meg. A
foszfolipideket az AvantiPolarLipids-t6] (Alabaster, Alabama, Egyesiilt Allamok), minden
egyéb vegyszert a Sigma-Aldrich-t6] (St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) szereztiink
be. A klorokrezol toérzsoldatot DMSO felhasznalasaval készitettiik.

4.1.4. ATP-az aktivitas mérése

Az LSRV vezikulumok ATP-4z aktivitasat kapcsolt enzim assay-vel hataroztuk meg egy
100 mM KCl, 20 mM Tris-HCL, 5 mM MgCl, 5 mM ATP, 0,42 mM phosphoenolpyruvat,
1 uM A23187 ionofor, 0,2 mM NADH, 7,5 U/ml piruvat kindz, és 18 U/ml laktat
dehidrogenaz tartalmu kdzegben (pH=7,5, t=37°C). Az assay-t 1 uM ionizalt Ca** mellett
végeztiik, hogy biztositsuk a maximalis SERCA aktivitast. Az oldat ionizalt Ca®'-tartalmat
a Fabiato szamitogépes program segitségével hataroztuk meg. A vezikulumok Ca*'-
klorokrezolt 1 perccel mérés eldtt adtuk a kzeghez. Minden kisérletben 5,5 pg/ml fehérjét
hasznaltunk. A teljes hidrolitikus aktivitdist a NADH 340 nm-en mért abszorbcios
csticsanak optikai denzitas-csokkenésén keresztiil mértiik. Az adatokat a kovetkezd képpen
adtuk meg: szervetlen foszfat mikromolnyr mennyisége 1 mg fehérjében egy perc alatt

[52].

4.1.5. Vazizom kontraktilitaisanak mérése
A patkanybol kimetszett extensor digitorum longus izom egyik inat a mérékamra aljédhoz,

mig a masikat az eréméré (transzducer) karjahoz rogzitettiik fiiggéleges pozicidban. Az

izomtonust izometrias koriilmények kozott mértiik, miutdn az izom el6terhelését 10 g-ra
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allitottuk be. Az izmot Tyrode oldatba meritettiilk, melyet a kisérlet soran folyamatosan

crer

4-COC oldatokat alkalmaztunk, melyeket 500 mM-os 4-COC torzsoldatbol adtunk a

mérdoldathoz a kivant végkoncentracio eléréséhez.

4.2. Parotis acinus sejtek vizsgalatara alkalmazott modszerek

4.2.1. Parotis acinus sejtek izolalasa

Elektrofiziologiai mérések céljara a parotis acinus sejteket a parotis szovetének
enzimatikus emésztésével allitottuk el [97, 109, 110]. Az emésztd enzimeket SMEM-ben
(ThermoFisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) oldottuk, majd
az oldatokat karbogénnel buborékoltattuk at hasznalat eldtt. A 3-4 honapos egereket CO»-
vel és nyaki diszlokacionak exterminaltuk. A parotis mirigyeket gyorsan eltavolitottuk, éles
olloval finomra apritottuk és 37°C-on vizfiirdében 8 percig razva 28 pg/ml trypsinnel
emésztettiik. Ezutan a szdvetet trypsin inhibitort tartalmazé SMEM oldatban mostuk, majd
40 percig tovabb emésztettiik 10 ml 0,18 Wiinsch egység/ml Liberase TL, kollagenéaz
tartalmt enzimkeverékben (Roche Diagnostics GmbH, Engelhorngasse, Bécs, Ausztria).
Végiil a szovetet tObbszOr atpipettdztuk egy szeroldgiai pipettdn és az igy kapott
sejthalmokat centrifugalassal 0sszegyljtottiik. A kapott pelletet friss Liberase oldattal
reszuszpendaltuk és a sejthalmokat tovabbi 20 percig emésztettiik. A parotis sejteket
szerologiai pipettaval torténd triturdlassal valasztottuk szét. Végiil a parotis sejteket
atszlirtik egy 50 pm-os nylon sziirébn, BME sejttenyésztdé médiummal mostuk,
centrifugaltuk (200xg, 3 perc) és BME-ben reszuszpendaltuk. Az immunofluoreszcens
vizsgalatokhoz az izolalas folyamatat modositottuk, hogy nagyobb sejthalmokat tudjunk
gyljteni. Elhagytuk a trypsines kezelést és a Liberase-zal torténd emésztést csak 40 percig

végeztiik.
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4.2.2. Immuncitokémia

Az acinus sejthalmokat rogton az izoladlds utdn jéghideg methanolban fixaltuk
(szuszpenzidként 15 percig). Ezutan a sejteket centrifugalassal dsszegyljtottiik, majd 3%
BSA-t tartalmazé PBS-ben (foszfattal pufferolt sooldat) oldottuk fel. A blokkolés utan az
acinus sejtszuszpenziohoz rendre 1:250, 1:50 és 1:100 higitasban a kovetkezd anyagok
egyikét adtuk: Na'-K* pumpa antiszérum (Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag), IPsR3
antiszérum (BD Biosciences, San Diego, Egyesiilt Allamok), és TMEM16A antiszérum
(Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, Texas, Egyesiilt Allamok). PBS-ben torténd
mosast kovetden a sejteket Dylight 488 16 nyul elleni, Cy3 kecske egér elleni és Dylight
488 16 kecske elleni masodlagos antitestekkel kezeltiik (ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) 1:2000 vagy 1:1000 higitasban. A sejteket 1
ordn keresztiil inkubdltuk az antitestekkel szobahOmérsékleten és haromszor 5 percig
mostuk ket 3% BSA-PBS oldatban reszuszpendalva. A mosasi ciklusok kozott a sejteket
centrifugalassal gyljtottik 0Ossze. Az elsddleges antitesteket a negativ kontroll
kisérletekben elhagytuk. Végiil az acinus sejthalmokat feddlemezre cseppentettiik ki €s
Zeiss 510 Meta (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Németorszag) konfokalis

mikroszkop segitségével vizsgaltuk.

4.2.3. Immunhisztokémia

A parotis szovetet standard hisztokémiai protokoll szerint készitettiik el6 immunfestéshez.
Eltavolitottuk a parotist és Sainte-Marie fixaloban (99% abszolut etanol és 1% jégecet)
taroltuk 1 napig 4°C-on. A mintdkat paraffinba agyaztuk, majd 8 pm vastag szeletekre
vagtuk, melyeket szilan bevonatos targylemezre helyeztiink és hagytuk szaradni egy
¢jszakan keresztiil 37°C-on. A paraffin eltavolitasa utan a szeleteket rehidrataltuk, PBS-
ben mostuk és 3% H>O, -dal kezeltiik 10 percig szobahdmérsékleten. A hisztokémiai és
immunohisztokémiai reakciokat megel6zOen az Osszes mintat 1% BSA-ban
szobahémérsékleten blokkoltuk 30 percig. A Na'-K" pumpa elleni antitestet (Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) egy éjszakan keresztil 4°C-on 1:100 higitasban
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alkalmaztunk. Ezt kdvetden a sejteket Dylight 488 16 nyul elleni masodlagos antitesttel
kezeltiik. A targylemezeket ProLong® Diamond Antifade Mountant (Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) segitségével fedtik be. A mintikat az

immunohisztokémiai vizsgalatok sorrendjében rogzitettiik.

Primer antitestek

Antitest neve Forgalmaz6 cég neve és Katalogusszam Higitéasi arany
Na*-K* pumpa Abcam, Cambridge, UK, ref. no. ab76020 1:1250
IP3R3 BD Biosciences, ref. no. 610312 1:50
TMEM16A Santa Cruz Biotechnology Inc., ref. no. sc- 1:100

135235
Szekunder
antitestek

Dylight 488 horse | ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA 1:2000
anti-rabbit

Cy3 goat anti- ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA 1:1000
mouse

Dylight 488 horse | ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA 1:.2000
anti-goat

1. tablazat

Kisérletben hasznalt antitestek 6sszefoglalo tablazata.

4.2.4. Az acinus sejtek BODIPY FL ouabain jelolése

A sejteket kis mennyiségli SMEM-ben reszuszpendaltuk €s az oldatot 0,5 uM ouabainnal
egeészitettiik ki, és azonnal egy perfuzidos kamrdban rogzitett liveg feddlemezre
cseppentettiik ki 6ket. A BODIPY FL ouabain egy fluorscensen jelolt Na™-K* pumpa
gatloszer, amit €10 sejtek pumpainak jelolésére hasznaltunk. A sejteket 5 perc inkubalas
utan extracellularis sdoldattal mostuk, mely a kdvetkezdket tartalmazta: 140 mM NacCl, 5
mM KCI, 2 mM MgCl,, 1,8 mM CacCl, ¢s 10 mM HEPES (pH=7,4). A fluoreszcenciat 40-
szeres objektivvel ellatott Zeiss LSM 5 LIVE (Carl Zeiss Microscopy GmbH) konfokalis
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mikroszkoppal detektaltuk. A fluorofort 488 nm-en gerjesztettiik és az emittalt fényt egy

520 nm-es savsziirdn keresztiil gytjtottiik ossze.

4.2.5. Ionaramok mérése parotis acinus sejteken

A patch-clamp technika teljes sejtes konfiguracioban végzett kisérletek soran az
ionaramokat Digidata 1322A A/D kartya altal vezérelt Axopatch 200 tipusu erdsitd
(mindkettd: Axon Instruments Inc.) segitségével rogzitettiik. A mintavétel 50 kHz
frekvenciaval tortént és az aramjeleket 8 porusu Bessel sziirével 5 kHz-en sziirtiik. Az
adatokat pClamp 9 szoftvercsomag (Axon Instruments Inc.) segitségével gylijtottiik és
elemeztiik. Az acinus sejtek K'-aramat +40 mV fesziiltségen, mig a Cl™-aramot -20 mV-on
mértiik. A pipettat intracellularis oldattal toltottik meg, mely a kovetkezdket tartalmazta:
135 mM K-glutamate, 10 mM HEPES, 10 mM NP-EGTA, 2 mM CacCl; és 0,25 mM Fluo-
4-K (pH=7,2). A kiils6 oldat dsszetételét ugy valasztottuk meg, hogy alkalmas legyen a
Ca®" fiiggd K" és Cl aramok izolalt vizsgalatara. Ennek megfeleléen K*-aramméréskor a
kiils6 oldatban 135 mM Na-glutamat, 5 mM K-glutamat, 5 mM CaCl,, 2 mM MgCl; és 10
mM HEPES volt (pH=7,2). A Cl" aram mérésekor az extracellularis oldatban a K -aramot
tetraetilammoniummal blokkoltuk (az oldatban ilyenkor 140 mM TEA-CI és 10 mM
HEPES volt, pH=7,2). Az aramjeleket pPCLAMP 6.03 szoftver (Axon Instruments, East
Hawthorn, Egyesiilt Allamok) segitségével rogzitettik. Az aramokat Clampfit 10

szoftverrel elemeztiik.
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Nyalmirigy kimetszése #Tripszmes emésziés 8 perc# SMEM mosas #Liberase emésztés 40 perc

Centifugalas 200xg 3 perc q Liberase emésztés 20 perc q Trituralas q Sej tszlrés 50 w03
nylon szdirGn

Primer antitest
- Na-K ATP-ase a (1:250, 1h) Szekunder antitest
» . - IP3R (1:50, 1h) - Dylight (486 nm) nydl ellenes 1o antitest (1:2000, 1h) Kanfokalis mikroszkop
Fixlén menal 13 par q By 3% B3A Th q-TMEMmA(I:IUO, 1h) # Oy (532 nm) egér elenes Kecske antiest (1:500, 1) lonéram mérések pClamp
- 201 - 3% mosds PBS &
- 33 mosas 3% BSA &'

.2. 1llusztraci: Parotis acinus sejtek izolalasa és a sejteken végzett modszerek semdja.

4.2.6. Ca**-felszabaditas fotolizis segitségével

Az intracellularis Ca®" koncentraci6 valtozasait a Fluo-4 floureszcencia kovetésével, egy
monokromator alapu képalkoto rendszer (Polychrome IV, Eugene) és egy nagy sebességli
CCD kamera (TILL Photonics GmbH., Grifelfing, Németorszag) segitségével kisértiik
figyelemmel. A sejteket 488 nm hulldmhosszsdgt fénnyel vildgitottuk meg és a
fluoreszcenciat egy 525 nm-es savszlirdn (Chroma Technology Corp., Bellows Falls, VT,
Egyesiilt Allamok) keresztiil gyijtottiink. A képalkotast 40-52 ms intervallumban 20 ms
expozicids idovel végeztiik. A fluoreszcencidban bekodvetkezd valtozasokat a kezdeti
fluoreszcencidra normalizélva adtuk meg: AF/Fo=(F—F0)/Fo, ahol F a mért fluoreszcencia
¢s Fo a képsorozat els6 10 kockdjanak atlag floureszcencidja. A hisztogramokat 4096
egységig skalaztuk be és szinekkel lattuk el. Az NP-EGTA (kotott Ca®") fotolizisét villand
UV lézer és megfeleld kondenzor segitségével végeztiik [107, 111-116]. A 375 nm-es didda
1ézert (Toptica Photonics AG, Miinchen, Németorszag) egy TE200 tipust mikroszképhoz
(Nikon Corp., Minato City, Toki6, Japan) csatlakoztattuk egy optikai szalon és egy UV
kondenzoron keresztiil (TILL Photonics GmbH., Grifelfing, Németorszag). A 1ézert egy
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40-szeres olajimmerzios objektiv (Nikon Corp.) segitségével fokuszaltuk a minta sikjara.
A lézerpont fél maximume-intenzitas értékénél a 1ézerpont kiterjedése az x és y sikokban
kb. 0,7 uM, mig a z sikban 2,0 uM volt, amely felbontas elegendd volt arra, hogy az acinus
sejt egy-egy elore meghatarozott kicsiny teriiletét izolaltan megvilagitsuk. Mindez lehetévé
tette, hogy az apikalis €és bazolateralis régiokban izolaltan valtsunk ki fotolizist, azaz
okozzunk lokalizaltan Ca**-felszabadulast. A sejteket 40-52 ms idétartamokra vilagitottuk
meg, a lézer teljesitményét 4 és 6 mW kozott szoftver kontrollalta. Az dramjelek rogzitését,
a fluoreszcens kép rogzitését és a 1ézer expozicio kioldasat Polychrome IV illesztéegység
segitségével szinkronizaltuk és Vision szoftver csomaggal (TILL Photonics GmbH.,

Grifelfing, Németorszag) iranyitottuk.
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5. Eredmények

5.1. Vazizmon nyert eredmények

5.1.1. Koffein hatasa a Ca**-felszabadulasra HSR vezikulan

A koffein és a klorokrezolok SR-bdl torténd Ca’’-felszabaduldsra gyakorolt hatdsét
mikroszoma frakciokbol nyert HSR vezikulumokon vizsgaltuk. A HSR vezikulumokat
Ca®" indikator APIII tartalma pufferben szuszpendaltuk, amelynek segitségével az
extravezikularis tér Ca**-tartalmat monitoroztuk. Minden kisérlet elején a vezikulumokat
a Ca?* pumpa felhasznélasaval azonos mennyiségii Ca**-al toltottiik fel oly modon, hogy
egymas utan tobbszor kis mennyiségii Ca**-ot pipettiztunk a mintdhoz. Ez lathat6 a 6.A.
4bra bal oldalan, ahol minden Ca®’-injekcié hatdsdra a transzmittancia csokkent, mely
dtmeneti csokkenés hamar helyreallt a vezikuldk azonnali Ca**-felvétele miatt. Koffein
(koncentracidja mM-ban feltiintetve az abra jobb oldalan) hozzaadasat (nyil) kdvetden az
extravezikularis tér relativ transzmittancidja szignifikansan lecsokkent, ha az alkalmazott
koffein koncentréacidja elérte a 4 mM-t, annak jeleként, hogy a koffein Ca**-felszabadulast
véltott ki a Ca®"-nal feltdltott vezikulumokbol. A koffein hatasira bekovetkezd Ca*'-
felszabadulés sebessége 4 ¢s 8 mM koftein esetében egyforma volt, 16 mM koftein esetén
valamivel alacsonyabb értéket kaptam (6.B. abra, n = 3-5). Ezen eredmények alapjan is
tisztan latszik az a régi kisérletes tapasztalat, hogy a koffeinnel val6 munka nehezen
standardizalhato, hasznélata farmakologiai szempontbol elonytelen, mivel hatasa inkabb
minden vagy semmi torvényt kovet, ami felveti egy RyR-re specifikusabb és koncentracio-
fliggd hatassal rendelkezd agonista igényét. Tovabbi munkam soran ilyen, megfeleldbbnek

tling jeldltek (a klorokrezolok) hatasat teszteltem a RyR1 és a SERCA pumpa miikodésére.
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A) Fotometrias eljarassal, antypyrylazo III metallokrém Ca’"  indikator
segitségével az extravezikularis Ca’" koncentrdciét mértiik. Az abran ilyen
meérések jellemzé gorbéi lathatoak. A HSR vezikulikat a SERCA pumpa
segitségével Ca’*-mal toltottiik gy, hogy kis mennyiségii Ca’" tartalmii
torzsoldatot 11 alkalommal a mérdoldatba injektaltunk (palcikaval jelolve). Ez
a miivelet a transzmittancia atmeneti csokkenését, majd kezdeti értékre kozelébe
valé visszatérését eredményezte, ami arra utal, hogy a hozzdaadott Ca*" teljes
mennyiségét a HSRV a SERCA segitségevel felvette. Ezutan a nyillal jelolt
idopontban a gorbék mellett feltiintetett koncentraciokban (mM) koffeint
injektaltunk a kiivettaba ami 4, 8 és 16 mM esetében gyors transzmittancia
csékkenést okozott, ami arra utal, hogy a koffein a RyR aktivéldsdval Ca’* -t
szabaditott fel a vezikulakbol. Az abra egyetlen toltési szakasz- és 5 egymasra
vetitett, koffein-kezelés regisztratumdt abrazolja.

B) 4 Ca’* felszabadulds koncentrdcio-hatas dsszefiiggése. A Ca’* felszabaduldst
a transzmittancia-csokkenés meredekségebol hataroztuk meg és az abran 3-5

meérés atlagat (:SEM) tiintettiik fel.

5.1.2. Klorokrezolok hatasa a Ca**-felszabadulasra HSR vezikulan

A fentiekhez hasonlo kisérleti feltételek mellett végeztiik a harom klorokrezol molekula
(4-COC, 4-CMC és 3-CPC) Ca**-felszabadulasra kifejtett hatasanak vizsgalatat. Ebbél a
célbol kiilonb6zd koncentracioji klorokrezolt (100, 300 és 500 puM) injektaltunk a
kiivettaba, melyet az extravezikularis kdzeg gyors transzmittancia-esése kovetett. A 7.
abran egy-egy reprezentativ kisérlet eredménye lathat6, amelyek a klorokrezolok a RyR1
csatornat aktivalé hatdsat demonstraljdk, jelezvén, hogy a klorokrezolok Ca®"-ot
szabaditanak fel a HSR vezikulumbdl. A reakcié specificitdsat igazolandé 500 uM
klorokrezolt a RyR1-inhibitor ruténium vords (RR, 5 uM) jelenlétében is alkalmaztuk.
Ezekben az esetekben elmaradt a Ca®* felszabadulas, tehat a ruténiumvords elékezelés a

klorokrezol hatéasat teljes mértékben kivédte.
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7. dbra. Klorokrezolok hatdsa a Ca’*-felszabaduldsra HSR vezikuldn
Az abrdan a 4-CMC (A), a 3-CPC (B) és a 4-COC (C) kiilonbozo koncentrdcioival
(100, 300, 500 uM) kivaltott Ca®* felszabaduldssal Osszefiiggd transzmittancia-
vdltozasok egymasra vetitett regisztratumai lathatok. A klorokrezolok beaddsat

nyil, mig a ruténium voros elokezeléssel kesziilt regisztratumot “RR” jeloli.

A Ca*-felszabadulds iitemét a kiilonbozé klorokrezol-koncentracioknal az
intenzitasvaltozas kezdeti szakaszara illesztett egyenes segitségével hatdroztuk meg. Az
egyenes meredekségének reciprokat dbrazoltuk a klorokrezol-koncentracio fiiggvényében.
Az adatokat a Hill-egyenlettel illesztve meghataroztuk az ECso értékeket, ami 175439 uM
a 4-CMC, 182+37 uM a 3-CPC és 113436 uM a 4-COC esetében (8. abra).
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8. dbra. Klorokrezolok hatisa a Ca’*-felszabadulds sebességére.
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Az dbran a krezolok kiilonboz6 koncentrdcidival kivaltott Ca’* felszabaduldssal
0sszefiiggo transzmittancia-valtozasok egymasra vetitett regisztratumai lathatok. A
gorbék a mérés elso ot értékének atlagara normalizalt relativ értékeket tiintetik
fel. A Ca2+ felszabadulas sebessegét (nmol Ca2+/s) a transzmittancia-csokkenés
meredekségebol, kalibracios egyenes segitségével hataroztuk meg. A relativ steady-
State transzmittancia pedig a normalizalt gorbe egyensulyi dallapotanak 1-hez mért

csokkenését jelenti.

A felszabaditott Ca*" relativ mennyiségét szintén meghataroztuk a kiilonbdzd
klorokrezol koncentracioknal (minden koncentraciot legaldbb 4 kisérletben vizsgaltunk) és
kifejezett dozisfiiggést tapasztaltunk (9. dbra). A félhatasos koncentracidok a kovetkezok

voltak: 121+20 uM a 4-CMC, 71£7 pM a 3-CPC és 55+14 uM a 4-COC esetén.
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9. dbra. Klorokrezolok hatdsa a felszabaditott Ca’* mennyiségére.
A maximalisan felszabadithato Ca2+ mennyiséget, azaz a minimalisan elérhetd
transzmittancia-értékeket megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a legkevésbé hatasos
a 4CMC volt, mig a leghatdsosabb a 3CPC bizonyult, azaz telité koncentraciok
mellett a 3CPC szabaditotta fel a legtobb Ca+-t.

A teljes felszabaditott Ca** mennyisége a legnagyobb (500 uM) koncentracid

jelenlétében a kiilonbozd klorokrezolokra eltéré volt. A relativ  steady-state
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transzmittanciak azt mutatjak, hogy a 3-CPC kétszer annyi Ca?'-t szabaditott fel, mint a 4-
CMC. Ezen érték valamivel magasabb volt a 4-COC esetében is, de a kiilonbség

statisztikailag nem volt szignifikans (10. abra).
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10. dbra. 500 uM klorokrezol hatdsa a felszabaditott Ca’* mennyiségére.
A relativ steady-state transzmittancidk azt mutatjak, hogy a 3-CPC kétszer annyi

Ca’*-t szabaditott fel, mint a 4-CMC.

Tovabbi fenolszarmazékokat (fenol, toluol) is teszteltiink, azonban ezen vegyiiletek
nem voltak képesek kivédltani a HSR vezikulumbdél a Ca?*‘-felszabaduldst 2 mM
koncentracidban sem, ami arra utal, hogy a benzol gylirliben helyet foglaléo klor atom

elengedhetetlen a RyR 1-agonista hatas kifejlddéséhez.

5.1.3. Klorokrezolok hatasa a SERCA ATP-az aktivitasara

A kiilonb6zé klorokrezolok hatasat az SR Ca*" pumpakra az LSR vezikulumok
ATP-4z aktivitasanak mérésével koncentracio-fliggd modon tanulméanyoztuk (minden
koncentraciot itt is legalabb 4 kisérletben vizsgaltunk). A specifikus ATP-4z aktivitast 10
uM thapsigargin (specifikus SERCA inhibitor) jelenlétében is meghataroztuk, ami azt
mutatta, hogy a mintak ATP-4z aktivitdsanak tobb mint 90%-a SERCA aktivitdsahoz volt
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kothetd. A kiilonb6zo klorokrezol-koncentracioknal szamolt pumpa aktivitast a kontroll
aktivitasra normalizalva abrazoltuk a klorokrezol-koncentracié fliggvényében (11. ébra).
Az abran lathatd, hogy a 4-CMC ¢és 4-COC az ATP-az aktivitast egyértelmiien gatolta. Hill-
egyenletet illesztve az adatokra a kovetkezd ICso értékeket kaptuk: 1678 pM a 4-CMC és
1370£88 uM a 4-COC esetében. A 3-CPC bifazisos hatdst mutatott: alacsonyabb
koncentracioknal fokozta (ECso = 91£17 uM), mig magasabb koncentraciokban
csokkentette (ICso = 848+90 uM) a SERCA ATP-4z aktivitasat. Sem a fenol, sem a toluol

nem befolyésolta szignifikdnsan az ATP-az aktivitast.
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11. abra. Klorokrezolok hatisa a SERCA ATP-az aktivitdsara.
Az abran a klorokrezollal nem kezelt (kontroll) minta ATP-dz aktivitas értékeire
normalizalt relativ értékek szerepelnek, azaz az aktiviasokat a kontroll érték

aranyaban tiintetjiik fel. Az abran tobb mérés normalizalt értékének dtlaga lathato

(+/-SEM).

5.1.4. 4-COC hatasa az izolalt RyR1 csatorna aramara

Azért, hogy tobb informaciot nyerjlink a 4-COC hatdsanak molekularis mechanizmusarol,
a 4-COC-t lipid kettésrétegbe agyazott RyR1 csatorndk aramain tovabb teszteltiik. A 12.
abran egy reprezentativ kisérlet eredményét mutatom be, ahol az egyes lefelé mutaté kiugro

aramcsucsok jelzik a csatornanyitdsokat. Kontroll koriilmények kozott a RyR1 aramokat a
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csatorna citoplazmatikus oldalan 100 nM Ca?" jelenlétében rogzitettilk. Ilyenkor a
csatornak az id6 nagy részében zarva vannak (Z) ezért megnyilasi valdszintiségiik alacsony
(harom kisérlet atlagaban P,=0,006), amint azt a csatorna nyitasok ritkas csucsai is jelzik.
Amikor a csatorndkat 110 uM 4-COC-al kezeltiik, a nyitasi valoszinliség négyszeresére
nott (harom kisérlet atlagaban P, = 0,025), a gyakoribb nyitdsi eseményeknek

koszonhetGen.

Kontroll, 100 nM Ca?* cis P,= 0,006
7.

+110 pM 4-COC cis P,=0,025
Z-

100 ms

12. abra. 4-COC hatdsa az izolalt RyRI dramara
Mesterséges lipid kettos rétegbe épitett RyR1 csatorna elemi aramai. A csatorna
egyes megnyildasait lefelé mutato aramtiiskek reprezentdljik. A csatorna zart
dllapotat ,,Z” jeloli. Kontroll koriilmények kozott a csatorna citoszolikus (cis)
oldalan 100 nM Ca’*-ot hoztunk létre. A 4-COC kezelést is a cis oldalon

alkalmaztuk. P, — nyitvatartasi valosziniiség.

5.1.5. 4-COC altal kivaltott kontraktura
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A kovetkezd kisérletsorozatban azt teszteltiik, hogy a 4-COC moddositja-e a vazizom
mechanikus aktivitasat (13. dbra). Patkanybol kimetszett extensor digitorum longus izom
tonusat erémérd segitségével folyamatosan kovettiik, mikozben az izmot kumulative
novekvo 4-COC koncentraciokkal kezeltiik. Eloszor 1,6 mM 4-COC-koncentraciot
allitottunk be, mely hatastalannak mutatkozott. Ezutan tovabbi 4-COC injekciok
hozzaadésaval 1épésenként 0,2 mM-lal emeltiik a koncentraciot a 2 mM-ig, amely mar
képes volt kis mértékben fokozni az izomtonust. Amikor a 4-COC koncentracidja elérte a
2,2 mM-t, hirtelen az izomténus markdns novekedése kovetkezett be. Egy masik
kontraktira amplitaddja és meredeksege nagyobb volt, mint az el6z06 kisérletben (2,2 mM
4-COC esetében). Az oldoszerként alkalmazott DMSO mennyiségét is megemeltiik, de ez
nem valtott ki kontrakturat még kétszer akkora koncentracioban sem, mint amikor az a 2,8
mM-os 4-COC kezelés esetében volt jelen. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a 4-

COC a Ca?" felszabadité apparatus specifikus aktivaciojan keresztiil valt ki vazizmon

kontraktarat.
A B ’
4-COC (mM) 4-COC (mM) \“

‘°w /- o DMSO (pl)
= IS S T

13. dbra. 4-COC adltal kivaltott kontraktura
Eromeéro karjahoz régzitett extensor digitorum longus izom kezelése 4-COC-vel

tortént a nyillal jelolt idopontokban a jelzett koncentraciokban.
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5.2. Parotis sejteken nyert eredmények

5.2.1. Ca**-fiiggé K*-dram analizise

A Kca+ csatorndk aktivitdsat ugy lehet legkézenfekvobb modon kdvetni, hogy patch-clamp
koriilmények kozott (nativ, “cell-attached” konfiguracio) mérjiik a K'-aramot, mikozben
megndveljiik az intracellularis Ca**-koncentraciot. Ezt egy fotolabilis Ca** kelatorhoz

kotott kalcium (an. “caged Ca?*™

) rovid UV-fényvillanas hatasara hirtelen bekdvetkezd
felszabaditasaval érik el, ahogyan azt a 14. dbran demonstraljuk. Ebben a kisérletben a
Ca**-ot NP-EGTA-AM-bol szabaditottuk fel UV-fény segitségével. Lathato, hogy az UV-
fényvillanas hatdsara markdnsan megnovekszik a pipetta szaja alatt 1évé membanfoltban
elhelyezkedd K'-csatorndk aktivitisa (B panel), amely a villanast kdvetd néhany
masodperc elteltével valamennyit csokken (C panel), és kozelit az eredeti kontroll értékhez
(A panel). Hasonl6 jelenséget kizarolag az apikdlis membranrészlet kozelébe helyezett

pipetta esetén tapasztaltunk, a bazalis membranon vald probalkozaskor viszont egyszer

sem.
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14. abra. Ca**-fiiggd K*-aram izolalt parotis sejteken
Egy parotis acinus sejt apikadlis membranjara helyezett “patch-clamp” pipetta
alatti membranfoltban lévo csatorndk aramadnak regisztratuma. A csatorndk
megnyildasat lefelé mutato aramlépcsok mutatiagk. A nulla aramjelet, azaz a
csatorndk zart dallapotat “Z” és szaggatott vonal jeléli. Az UV-megvilagitdas (Ca**
felszabaditas) idopontjat nyil mutatja.
A) K" aram kontroll koriilmények kozott.
B) C) Es UV-megvildgitds utdn.

5.2.2. A Ca**-fiiggé K*- és CI'-csatornak apiko-bazalis lokalizacioja

Bar korabbi kutatdsi eredmények szerint a Kca+ csatorndk egyértelmiien a sejtek
bazolateralis membranjaban foglalnak helyet [117], 0jabb matematikai modellek
megkérddjeleztek ezt az allaspontot [118]. A kérdés tisztazasa céljabol tovabb finomitottuk
a kisérleti rendszeriinket oly modon, hogy a teljes sejt patch-clamp mérések soran a sejt
bazalis vagy apikélis membranja alatti teriileten hozzunk létre villand UV-fény segitségével
térben lokalizalt Ca®*-felszabadulast. Ezen kisérletek egy-egy reprezentativ eredményét a

15. és 16. abrdkon mutatom be. Mindkét abran bal oldalt egy-egy acinus sejt lathato,
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amelyben az UV-fény hatdsara megemelkedd fluoreszcencia (Ca?*-szint) véltozasat
monitorozztuk az 1dé fliggvényében (A panel). Az itt taldlhatd szamok az 1d6
Ca?'-felszabadulast, ami UV megvilagitas hatdsara a 0,88. masodperckor kdvetkezett be
mindkét kisérletben. Az abrak jobb oldalan egymas alatt mutatjuk a Ca®-szinttel aranyos
fluoreszcencia intenzitisokat (B panel) valamint az ezzel parhuzamosan kialakulé Ca?*-
fiiggd K és Cl-aramokat az id6 fliggvényében (C panel). A 15. dbran bemutatott
kisérletben a Ca®*-szint megemelkedése az acinus sejt apikalis mig a 16. dbran 1év6 esetben
ellentétes oldali régiot, lokdlis maradt, azaz sejt tdvolabbi régidban nem jelent meg Ca?'-
tranziens. Az apikalis Ca?" felszabaditds esetén (15. 4bra) kifejezett K'-és CI” -dram
emelkedést regisztraltunk a Ca®*-jelet kovetden, mig a 16. dbran a bazalisan alkalmazott
Ca?*-felszabaditas nem aktivalt sem K*- sem Cl-aramot. A Cl” -dram az apikalis membran
funkciondlis markereként szolgal, azaz azt mutatja, hogy a Ca®>" koncentracid
megemelkedése valdban az apikalis membran mellett tortént és Ca®" fiiggd ionaramok

aktivalasdhoz elégséges nagysagu volt.
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15. dbra. Apikalis Ca’*-felszabaditds kévetkezményei
A) Parotis acinus sejtek mikroszkopos képe dtesd fényben, és a kozépsd, Fluo-4-
gvel és NP-EGTA-val toltott sejt adott idopontokban keszitett fluoreszcens
képsorozata. A 0,84. Masodpercben készitett képkockaval egyidében a plazma
membran apikalis oldalanak kozvetlen kézelében az intracellularis teret
pontszerii kiterjedésii UV fénnyel vilagitottuk meg, melynek eredményeként
limitalt térbeli kiterjedésii és -életidejii Ca’* -jel keletkezett a membran

kozeleben, ami a fluoreszcencia-valtozdssal aranyos. A fluorscencia-valtozas
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B)

C)

intenzitasat szivarvanyskalan jeléltiik, ahol az egyre melegebb szinek egyre
magasabb fluoreszcencianak (és Ca’* koncentrdacionak) felelnek meg.

Az atesé fénnyel készitett képen kék és a piros pontokkal az apikdlis és a bazalis
membran melletti azon régiokat jelélom, melyekben a fluoreszcencia
intenzitasanak mérése tortént.

A kek és szines pontok altal fedett teriileten mért fluoreszcencia értékek
valtozasa az idé fiiggvényében. Az intracellularis fluoreszcencia az UV villands
utani idopontban (0,88 s) az apikalis oldalon egy par képkockanyi ideig
jelentosen megemelkedett, mig a bazalis membran mellett (a piros pontban)
valtozatlan maradst.

Az intracelluldris Ca’* koncentrdciéval parhuzamosan mért teljes-sejt K* -és
Cl -aramok, melyek a fluoreszcencia megemelkedésének idejében jelentds

emelkedeést mutatnak.
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16. dbra. Bazalis Ca’*-felszabaditds kévetkezményei

A 15. abran bemutatott koriilményekkel megegyezd kisérleti elrendezés és

abrazolas.

A) Parotis acinus sejt mikroszkopos képe dtesé fényben. A fluoreszcencia mérése a
kék (apikalis) és a piros (bazalis) ponttal jelolt régiokban tortént. A bazalis
membran kozeli intracellularis tért célzo UV-villanas kovetkezményeként
kialakulo lokalis fluoreszcencia valtozas szivarvanyskalan abrazolva.

B) A fluoreszcencia-valtozas iddfiiggése az apikdlis (kék) és bazalis (piros)

membranok kozelében. A nyil az UV-expoziciot idopontjat jeloli.



C) Az intracellularis Ca’" koncentracioval parhuzamosan mért teljes-sejt K -és
Cl -aramok, melyek a fluoreszcencia bazalis membran melletti

megemelkedésének idejében valtozast nem mutatnak.

A 17. abran a 8 apikalisan besugarzott és 4 bazalisan besugarzott sejten végzett mérések
atlagat mutatjuk a K'-dram vonatkozasaban, mely szerint az apikalisan alkalmazott UV-
fény hatdsara szignifikinsan megnétt a Ca>*-fiiggd K*-aram amplitiddja, mig a bazalisan

alkalmazott UV-fény nem okozott ilyen valtozast.

A UV-fény az apikalis péluson B UV-fény a bazalis pdluson
(h=8) % (n=4)
2.0 | 24,
_ 16 1 _ ‘ ‘
< ]
£ 12 1 T 16 ‘
< ¥
— 038 _ ‘
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0.4
0 0 : ]
nyugalmi csucs nyugalmi csucs

17. abra. Apikalis és bazalis Ca’*-felszabaditds kévetkezményei a K™ dramra.
A sejteket egy patch clam elektroda segitségével fluoreszcens Ca’*-indikdtorral és
egy UV érzékeny Ca’" -keldtorral toltéttiik fel. Ami lehetévé teszi, hogy egyszerre
mérjiik az intracellularis kalcium koncentrdciot és a sejt iondramait. Adott
idopontban az apikalis membran mellé iranyitott pontszerii UV lézerrel az adott
pillanatban az UV érzékeny anyagbol kalciumot szabaditotak fel. Mivel hogy a
kalcium koncentracio novekedése kizarolag a sejt apikalis részére korlatozodik,
ezért ezzel egy idében a Ca’*-fiiggé K*-dram dtmenetileg megemelkedett. Ezzel
szemben ha szelektiven a sejt bazalis részén emeljiik meg a kalcium koncentraciot,

az nem valtott ki ionaram novekedést.
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Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Ca?*-fiiggd K*-csatornak az acinus sejtek apikalis
membranjaban helyezkednek el - a Ca®"-fiiggd Cl-csatorndkhoz hasonldéan. Mindez a
korabban ismert nyalszekréciés modell alapjait kérddjelezi meg, mivel felvetik azt a
kérdést, hogy a jelentés mennyiségli luminalis K*-kilépés ellenére miért alacsony a parotis
primer nyalanak a K*-koncentracidja (~5 mM). A kérdésre egy lehetséges valasz az lehet,
hogy az apikalis membran is tartalmaz Na'/K'-pumpa molekuldkat, melyek a szekretalt
K'-t reabszorbedljak. Ezt a lehetéséget immunfluoreszcens modszerrel vizsgaltuk meg a

tovabbiakban.

5.2.3. A Na'/K"-pumpa apiko-bazalis lokalizacioja

A Na'/K'-pumpa elhelyezkedését a parotis acinus sejtjeinek membranjaban
immunfluoreszcens modszerrel vizsgaltuk Na'/K -pumpa ellenes antitestek segitségével.
Amint az a 18.B. abran lathato, a Na'/K -pumpa (z6ld) a sejtmembran minden részén
kimutathatd volt - beleértve az apikdalis membrant is. Ezekben a kisérletekben az apikalis
membran jelolését az IP; receptorok festésével végeztiik. Bar az IP3 receptorok -szemben
az egy¢b apikalis markerekkel- nem a felszini membranon helyezkednek el, hanem az
endoplazmatikus retikulum apikélis membranhoz kozeli részénél, kivaloan alkalmasak az
apikalis régio lathatova tételére anélkiil, hogy elfednék az ott 1évd markerek festodeését. A
18.A abran a sejteket IPs ellenes antitesttel jeloltiik (piros). A kettds festéssel végzett
kisérletek soran Anti-Sodium Potassium ATPase antibody és Purified Mouse Anti-IP3R-3
primer antitesteket tovabba loban késziilt Dylight 488 Anti Rabbit IgG és Cy3 Goat anti
Mouse IgG szekunder antitesteket hasznaltunk (18.C dbra). A primer antitest ardnyat a
pumpa jeldlésére a korabban optimalizalt modon alkalmaztuk 1 pl/ 250 pl aranyban, mig
az IP3 receptor ellenes antitesteket a gyartd altal ajanlott higitasi ardnyban (1 pl / 50 pl)
vittiik fel. A Na"/K'-pumpa jelolésére hasznalt szekunder antitest mennyisége 1 pl / 2000
pl, mig az IP3; szekunder antitest esetében a legkisebb ajanlott koncentraciot alkalmaztuk
(1 pl / 500 pl). Ezek a kisérletek meggydzden bizonyitjak, hogy -szemben a korabbi
elképzelésekkel- a Na'/K -pumpa az apikalis membranban is markansan jelen van. Ebben

a kisérletsororozatban a kettds festéssel parhuzamosan, ugyanazon izolalt mintabol negativ
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kontrollt is készitettiink, hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a pumpa ¢és a receptor
szekunder antitestje specifikusan kotodott-e. A mintdkat konfokalis mikroszkoppal
vizsgalva nem volt nyoma detektalhat6 fluoreszcencianak ezekben az esetekben. Szemben
az acinus sejteken nyert immuncitokémiai eredményekkel, immunhisztokémiai
vizsgalatokban a ductus sejteken csak a bazolateralis membran fest6dott a Na™/K -pumpa,
az apikalis nem (18.D abra). Ezek az eredmények az antitest specificitasat bizonyitjak,
valamint azt mutatjak, hogy a Na*/K"-pumpa kizarolag az acinus sejteken helyezddik ki az

apikalis membranba.

IP5 receptor Na*/K* pumpa su atfedés
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A) B) C) IPs receptor és Na'/K* pumpa immunfluoreszcens festése izoldlt acinus
sejteken.
D) Na'/K" pumpa immunfluoreszcens festése paraffinba dgyazott parotisbol

keészitett metszeten. A ductusokat nyilak jelolik, mig a tobbi sejt acinus sejt.

Tovabbi bizonyitékok szerzése érdekében a Na'/K'-pumpat fluoreszcens
ouabainnal (BODYPY FL Ouabain) jeloltik az acinus sejteken. A sejteket 10 percen
keresztiil 1 pl fluoreszcens ouabainnal inkubaltuk, a nem ko6tédott ouabaint pedig Tyrode
oldattal mostuk ki mikroszkdép munkaasztalara rogzitett perfuzidés kamrabol. A 19. dbran
lathatd, hogy az acinus sejteken a teljes membranfeliilet kirajzolddott. A ouabain specifikus
bekotddésének bizonyitdsara kompeticios kisérletet végeztiik. Ennek soran 1 pl nem
fluoreszcens ouabainnal inkubaltuk a sejteket 2 percen keresztiil, majd azonos
koncentracioban vittiink fel 1 pl fluoreszcensen jelolt ouabaint, mellyel tovabbi 8 percen
keresztiil inkubaltuk a sejteket. A nem k6tddd ouabain kimosasat kovetden mikroszkoppal
vizsgalva nem talaltunk olyan sejteket, ahol meggy6z6 fluoreszcencia detektalhatd lett

volna. Tehat a fluoreszcens ouabain kdtddése specifikusnak bizonyult.

19. dbra. Izolalt parotis acinus sejtek jelolése BODIPY FL ouabainnal
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5.2.4. Az apikalis membran relativ nagysaganak meghatarozasa

Mivel a CI -csatorna kizarélag az acinus sejtek apikalis membranjadban expresszalddik,
ezért mint kivalo apikalis marker, alkalmas az apikalis membran relativ kiterjedésének
meghatarozasara. A CI -csatorna jelenlétét (amelyet TMEM16A (ANO 1) fehérjeként
azonositottunk) az apikalis membranban immunfluoreszcens festéssel mutattuk ki. A
kisérletekben primer antitestként ANO 1 Antibody (s-20)-at, mig szekunder antitestként
l6ban termelt Dylight Anti Goat 488—at alkalmaztunk. A primer antitestet a gyarto altal
ajanlott higitasban (1ul / 100ul), mig a szekundert 1ul / 2000ul ardanyban vittiik fel. A 20.
abra B. paneljén a detektalt fluoreszcencia rajzolddik ki. Ezt a fluoreszcens képet
képelemzd szoftver segitségével az atesé fényben késziilt képre (A panel) illesztettiik,
melyen jol lathatoak a sejtek, a festés pedig egyértelmiien az apikalis membrant jeloli. Az
eredmény a C panelen lathat6. Szemben a korabbi irodalmi adatokkal, melyek szerint az
apikalis membran a teljes sejtmembran minddssze 5-8%-at teszi ki, az altalunk elvégzett
festés a membran jelentds részét apikalis membranként azonositotta, ami becsléseink

szerint a teljes membranfelszin kb. 30%-at teszi ki.

TMEM16A SEUm  Atfedés

crer
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5.2.5. Az 10j nyalszekrécios modell

A nyalmirigy acinus sejtjein kapott eredményeim nem illeszthetdk be maradéktalanul a
nyaltermelés  mechanizmuséval  kapcsolatos  kordbban  elfogadott  modellbe.
Ca®*-fiiggd K'-csatorndk, tovabba (2) acinus sejteken a Na*/K'-pumpa az apikalis
membranban is masszivan jelen van és (3) az acinus sejtek membranja az eddig gondoltnal
sziikséges feltételezniink, amelyet a 21. dbran mutatunk be. Ez a régi modelltdl abban tér
el, hogy a lumenbe torténd Na'-kilépés nem kizarolag paracellularis itvonalon valdsul
meg, hanem az apikalis membranban talalhato Na'/K " -pumpa segitségével transzcellularis,
els6dlegesen aktiv Na*-kilépés is torténik. Eredményeink alapjan Elias Siguenza és James
Sneyd (Department of Mathematics, University of Auckland, Uj-Zéland)
modellszamitasokat végzett, amelyek az eddigieknél pontosabban irjak le a nyalszekrécio

soran bekovetkezd eseményeket [128].
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21. abra. A nyalszekrécios mechanizmus eddigi és az altalunk javasolt uj modellje



6. Megbeszélés

6.1. Klorokrezolok hatasanak elemzése vazizomban

Kisérleteink azt mutatjdk, hogy a harom vizsgalt klorokrezol sztereoizomer koziil a
legpotensebb ¢és legszelektivebb RyR1 agonista a 4-COC, mivel ennek volt a
legalacsonyabb ECso értéke a Ca**-felszabadulas vonatkozasaban (22. 4bra), és ami még
fontosabb, a 4-COC befolyasolta legkisebb mértékben a SERCA pumpa aktivitasat (azaz
itt a 4-COC-nek volt a legmagasabb, 1370 uM az ICso értéke).
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22. dbra. A klorokrezolok Ca** -felszabaduldsra gyakorolt hatasanak

osszehasonlitasa

A maximdlisan alkalmazott koncentraciok (500 pM) mellet Osszehasonlitva a
klorokrezolokat a 3-CPC-nek volt a legmarkansabb hatasa a Ca®"-felszabadulasra, de ezt a
hatast nem lehet szelektiv agonistaként hasznositani a komplex bifdzisos SERCA-hatas
miatt. A 3-CPC ugyanis alacsony dozisban stimulalta (ECs0=91 pM), mig magasabb
koncentracioknal (ICs0=848 uM) gatolta a SERCA pumpa miikodését. A vizsgalt
farmakolégiai tulajdonsagok alapjan a 4-CMC helyett a 4-COC hasznalatat javasoljuk a
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RyR1 aktivalasanak céljara, mert sokkal szelektivebb és sokkal effektivebb Ca?*
felszabadito agens, mint a 4-CMC, (¢és a koffein) ami adott kisérleti koriilmények kozott
elényds lehet. Bar a 4-COC aktivitasa kvalitative nem kiilonbozik a 4-CMC aktivitasatol,
annal sokkal szelektivebb agonista a RyR1 receptor vonatkozasaban. Igy kisérleti
korilmények kozott a 4-COC alkalmazasa esetén feltehetden kevesebb, a SERCA

aktivitas-valtozasabol adodoé interferenciara szamithatunk.

6.2. A nyalelvalasztas mechanizmusa parotis acinus sejteken

A parotis acinus sejtjein végzett kisérleteink egyértelmiien bizonyitjdk a K'-csatornak
jelenlétét az apikalis membranban, és azt is, hogy itt a K'-csatorndk denzitasa joval
nagyobb, mint amennyi a bazolateralis membranra esik. Ebbdl egyenesen kovetkezik, hogy
az acinus sejtek ingerlésének hatdsara jelentds mértékii K" -szekrécio kell térténjen a lumen
irAnyaba, aminek ellentmond a primer nyal alacsony K' -tartalma. Ez az ellentmondas
feloldhato, ha a K*-csatornakon az apikalis oldalon kilépett K*-ot valamilyen mechanizmus
visszaviszi a sejt belsejébe. Eredményeink szerint ez a mechanizmus az apikalis
membranban masszivan eléforduld Na“/K*-pumpa mennyiség. Valoban, immuncitologiai
modszerekkel nemcsak a Cl° -csatorndkat, hanem a Na'/K'-pumpa molekulakat is
kimutattuk az apikalis membranban. Ennek a jelentségét azok az eredményeink
hangsulyozzdk, melyek szerint az eddig gondolt alacsony (kb. 8%-o0s) apikalis
membranfelszin helyett az apikalis membran feliilete a teljes membranfelszin kb. 30%-ara
becsiilhetd, ami jelentds mértékil transzcellularis aktiv Na'-transzportot tesz lehetévé a
lumen irdnyaba. Ezen eredményeink ellentmondanak a parotis acinus sejtek eddig
elfogadott szekrécids modelljének, amely transzcellularis CI° -transzport mellett
gyakorlatilag kizarolag paracellularis Na'-transzportot feltételez, ami Osszecseng a
Na'/K*-pumpa bazolateralis membréanra szoritkozo lokalizacidjaval (21.A é&bra).

A rendelkezésiinkre 4llo -egyébként egymasnak is meglehetdsen ellentmondo-
irodalmi adatok az acinus sejtek apikalis felszinét jelentdsen alulbecsiilték [119-127].
Ennek fényében nem latszott igazan lényegi kérdésnek az esetlegesen apikalisan el6fordulo
Na'/K*-pumpamolekulak szerepének tisztazasa, igy az érintett kutatok arra a konszenzusra

jutottak, hogy ezek szerepe -ha van is egyaltalan- csak minimalis lehet [121, 122, 93]. Az
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apikalis membranfelszin meghatarozasaban elkdvetett alapvetd hiba onnan eredt, hogy
olyan elektronmikroszkdpos felvételeken alapult, ahol az apikalis membranfelszint a sejtek
kozotti centrdlis lyukakkal azonositottdk - figyelmen kiviil hagyva azokat a nem
elhanyagolhat6 méretli intercellularis membranszakaszokat, amelyek szintén az apikalis
membranhoz tartoznak [123]. Ezzel szemben a TMEMI16A-val végzett sajat
immunflureszcens eredményeink alapjan az apikalis membran a teljes membranfelszin
legalabb 30%-4ra tehetd.

Kisérleti eredményeink alapjan modositanunk kellett az eddig kanonikusnak tartott
szekrécios modellt oly modon, hogy a TMEMI16A Cl-csatorna mellett jelentds
mennyiségii Ca’*-fiiggd K" -csatornat, valamint Na'/K*-pumét helyeztiink a sejtmembran
apikalis részébe (21.B 4abra). A K'-és Cl-csatornak apikalis kolokalizacioja, mivel
mindkettd Ca®"-altal aktivalodik, kézenfekvd szabalyozasi lehetéséget biztosit a
nyalszekrécio serkentésére. Az apikalisan kihelyezett K'-csatorndk szerepe egyrészt abban
all, hogy az altaluk medialt outward dram megeldzze -illetve kompenzalja- a CI™ -efflux
miatt kialakuld depolarizaciot, ami a tovabbi CI™ -kilépést akadalyoznd. Mésrészt az itt
kilép6 K'-kat a szintén apikalisan is jelen 1évé Na'/K'-pumpa viszi vissza a sejtbe,
mikozben ez a mechanizmus is hozzajarul a lumenbe irdnyuld Na'-szekrécidhoz. Tehat
modelliinkben a masodlagosan aktiv paracelluldris utvonalat kiegésziti az elsddlegesen
aktiv transzcellularis mechanizmus.

Meérési eredményeinket alapul véve Elias Siguenza ¢€s James Sneyd (Department of
Mathematics, University of Auckland, Uj-Zéland) modellszamitasokat végzett, amelyben
a régi és az 0j modell altal josolt K'- és Na'-koncentraciokat szamitotta a primer nyalra
vonatkozodan (23.A és B é4bra), modellezte tovabba a paracellularis Na'-transzport 4ltal
generalt d&ram nagysagat (23.C dbra) valamint a nyalszekrécio intenzitasat (23.D abra)
[128]. Minden esetben az 0j modell alapjan végzett szamitdsok jobban kozelitették az
ismert értékeket, mint a régi modell alapjan késziilt kalkulacio. Megallapithatjuk tehat,
hogy az altalunk javasolt ij modell az eddigieknél pontosabban irja le a nyalszekrécio soran

bekovetkezd eseményeket.
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23. abra. Elias Siguenza és James Sneyd matematikai modellje [128]



7/a. Osszefoglalas

A PhD munkdm két részre tagolodik: az elsd¢ részében kiilonbozé klorokrezol
sztereoizomerek vazizom tipusu rianodin receptorra (RyR1) gyakorolt hatasat vizsgaltam
azzal a céllal, hogy kozottik megtaldljam a legspecifikusabb RyR1 agonistat, ami
kisérletekben a koffein alternativdjaként szolgalhat. A masik részében Ca®' -fiiggd
ioncsatorndk plazma membranban vald elhelyezkedését vizsgaltam parotis acinus
sejtekben.

A klorokrezolok Ca*" felszabaduldsra gyakorolt hatdsanak vizsgilata sordn a
leghatdasosabbnak a 4-chloro-orto-cresol (4-COC) (EC50=55+14 uM), bar a 3-chloro-para-
cresol (3-CPC) hatékonyabb volt, mivel tébb Ca2*-t volt képes felszabaditani a vazizom
HSR vezikulakbol. A 3-CPC stimulalta a SERCA hidrolitikus aktivitasat (EC50=91+17
uM), mig a 4-COC a SERCA aktivitast csak millimélos koncentracioban gatolta
(IC50=13704£88 uM). A 4-chloro-meta-cresol (4-CMC) is gatolta a SERCA pumpat
(IC50=167+8 uM), ami azt jelenti, hogy a 4-CMC nem specifikus RyR agonista, mivel a
RyR-t is hasonlé koncentracioban aktivalta (EC50=121+20 uM). Eredményeink szerint a
4-COC Kkisérletes alkalmazasa a 4-CMC-t0l kedvezdbb olyan kisérletekben, ahol a cél
Ca**-felszabadulas kivaltasa a SERCA befolyasoldsa nélkiil.

Munk4dm mésik felében a teljes-sejtes &rammérés, intracellularis Ca** koncentracié mérés
egyiittes alkalmazasaval kimutattuk, hogy az apikalis membran mellett, fotolabilis Ca**
kelatorbol torténd lokalis Ca?* felszabaditas a K+ és CI™ -aramok jelentés megemelkedését
okozta, ami arra utal, hogy a parotis stimulaciojakor jelentds mennyiségii K™ szekretalodik
az acinus lumenébe. Ugyanakkor a primer nyal K tartalma alacsony, ami arra utal, hogy a
K" az apikalis membranon keresztiil reabszorbealodik. Ezért megvizsgaltuk a Na*-K*
pumpdk elhelyezkedését is és kimutattuk, hogy a pumpafehérjék a teljes plazma
membranban (beleértve az apikalis membrant is) egyenletesen oszlanak meg. Adataink
felhasznalasaval egy 0j nyalszekrécids modellt alkottunk, amiben a Na™-K* pumpak K" -t
reabszorbedlnak a lumenbdl, mikdzben Na® -t szekretidlnak, ami részben kivaltja a

hagyomanyos paracellularis Na* szekrécios utvonalat.
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7/b. Summary

The work presented in my PhD thesis divides into two parts: (1) investigating the effect of
various chlorocresol stereoisomers, known agonists of the ryanodine receptor of the
skeletal muscle (RyR1) in order to find the most specific RyR1 agonist among them as a
caffeine alternative and (2) investigating the localization of Ca?>" dependent ion channels
in parotid acinar cells.

Experiments investigating the Ca®'-releasing action of the chlorocresol isomers
demonstrated that the most potent isomer was 4-chloro-orto-cresol (4-COC) (EC50=55+14
uM), although 3-chloro-para-cresol (3-CPC) was more effective, as it was able to induce
higher magnitude of Ca®" flux from isolated terminal cisterna vesicles. Nevertheless, 3-
CPC stimulated the hydrolytic activity of the SERCA Ca** pump with an EC50 of 91+17
uM, while 4-COC affected SERCA only in the millimolar range (IC50=1370+£88 puM).
IC50 of 4-chloro-meta-cresol (4-CMC) for SERCA pump was 167+8 uM, indicating that
4-CMC is not a specific RyR agonist either, as it activated RyR in a similar concentration
(EC50=121£20 pM). Our data suggest that the use of 4-COC might be more beneficial
than 4-CMC in experiments, when Ca®* release should be triggered through RyRs without
influencing SERCA activity.

In the other part of my project, using a combination of single-cell electrophysiology and
Ca’*-imaging, we demonstrate that photolysis of Ca*" close to the apical membrane of
parotid acinar cells triggered significant K and CI" current, indicating that a substantial
amount of K is secreted into the lumen during stimulation. Nevertheless, the K™ content
of the primary saliva is relatively low, suggesting that K" might be reabsorbed through the
apical membrane. Therefore, we investigated the localization of Na"-K" pumps in acinar
cells. We show that the pumps appear evenly distributed throughout the whole plasma
membrane, including the apical pole of the cell. Based on these results, we creted a new
model of salivary fluid secretion, where the pump reabsorbs K" from and secretes Na* to

the lumen, which can partially supplement the paracellular Na* pathway.
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