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,,Ja Kalzium, das ist alles
(Yes, calcium, that’s everything!)
—O. Loewi (1936)




Tartalomjegyzék

Tartalomjegyzék
I. ROVIDITESEK JEGYZEKE 4
II. IRODALMI ATTEKINTES 7
I1.1. A vazizom morfologiai sajatsagai 7
I1.1.1. A vazizom felépitése 7
I1.1.2. A véazizom finomszerkezete 7
II.1.2.1. A kontraktilis fehérjék 8
I1.1.3. Speciélis membréanrendszerek 10
II.1.3.1. Sarcolemma 10
I1.1.3.2. T-tubulus és sarcoplasmaticus reticulum 10
I1.1.3.3. A sarcoplasmaticus reticulum Ca**-tartalma 12
I1.2. A dihidropiridin receptor 12
I1.3. A rianodinreceptor 14
I1.3.1. Elektrofizioldgiai sajatsagok 14
I1.3.2. Molekuldris struktira 15
11.3.2.1. Izoformdk 15
11.3.2.1.1. RyR1 17
11.3.2.1.2. RyR2 17
11.3.2.1.3. RyR3 18
11.3.2.1.4. RyRa/p 18
11.3.3. Szabélyozo fehérjék 18
I1.3.4. A RyR fiziol6gids szabalyozdsa 21
I1.3.5. A RyR farmakolGgiai szabélyozésa 23
IL4. A sarco-(endo)plasmaticus Ca**-ATPaz 24
I1.5. Az excitacios-kontrakcios kapcsolat jellegzetességei 25
I1.5.1. A kalciumfelszabadulds strukturalis alapjai 26
I1.5.1.1. A kalciumfelszabadit6 egység és a ,,couplon” 28
I1.5.2. A kalciumfelszabadulds elemi eseményei 28
11.5.2.1. Kialakulds és el6fordulds 28
11.5.2.2. Jellegzetes paraméterek 30
I1.5.2.3. Elemi események: kétéltli vs. emlds esetén 31
I1.5.3. A kalciumfelszabadulds mechanizmusa 32
11.5.3.1. Mechanikai csatolds 33
11.5.3.2. Kalcium-indukdlt kalciumfelszabadulds 33
I1.5.3.3. A kalciumfelszabadulds befejez6dése 35
I1.6. A kronikus szivelégtelenség és a vazizomgyengeség kapcsolata 35
I1.7. TPEN 37
IIL. CELKITUZESEK 38




Tartalomjegyzék

IV. ANYAGOK ES MODSZEREK 40
IV.1. Sejtek és sejttenyésztés 40
IV.1.1. C2C12 egér vazizom sejtvonal tenyésztése 40
IV.1.2. Egyedi vazizomrostok preparalésa 41
IV.1.3. A postmyocardialis infarktusos patkédny allatmodell 42
IV.2. [Ca?*); valtozasainak kovetéséhez kapcsol6dé médszerek 42
IV.2.1. Egyedi sejten torténd fluoreszcens [Ca**]i-mérés 42
IV.2.2. A Ca**-fluxus kiszdmitdsa 45
IV.2.3. Vizsgalatok konfokalis 1ézer pasztizd mikroszkoppal 46
IV.3. A lipid kettésréteg technika 48
IV.3.1. SR-vezikula prepardldsa eml8s vdzizombol 50
IV.3.2. A rianodinreceptor izolaldsa 51
IV.3.3. A Ca**-pumpa aktivitdsdnak mérése , kapcsolt enzim-assay” segitségével |52
IV 4. Statisztikai elemzés 53
IV.5. A hasznalt vegyszerek és eszkozok kereskedelmi forgalmazoi 54
V. EREDMENYEK 55
V.1.TPEN hatasanak tanulméanyozasa C2C12 egér myoblast sejtvonalon 55
V.1.1. Eltéré TPEN koncentraciok hatékonysiganak vizsgalata 55
V.1.2. TPEN hatésa a Ca’* myoplasmdbél val6 eltdvolitdsira 56
V.1.3. Koffein és KCl-depolarizici6 hatdsdnak vizsgdlata TPEN jelenlétében 58
V.1.4. TPEN hatdsa a KCl-depolarizaci6 4ltal kivéltott kalciumtranziensek 61
amplitiddjanak méretére fizioldgids és alacsony extracellularis Ca®* jelenlétében
V.1.5. Alacsony extracelluldris Zn>*-koncentréci6 hatdsa 62
V.2. TPEN hatasanak tanulmanyozasa patkanyboél enzimatikusan izolalt egyedi | 63
izomrostokon
V.3. TPEN hatasianak tanulminyozisa békabol mechanikusan izolalt | 66
izomrostokon
V.3.1. TPEN hatésa alacsony [Mg”']; alkalmazva 66
V.3.2. TPEN hatésa emelt [Mg**]; alkalmazva 69
V.4. TPEN hatasanak vizsgalata izolalt RyR-on 70
V.5. TPEN hatasa az SR Ca**-pumpara 73
V.6. Az elemi kalciumfelszabadulas események funkcionalis valtozasai PMI | 73
allatmodellen
VI. MEGBESZELES 79




Tartalomjegyzék

VL1. TPEN hatésa a C2C12 sejtek Ca’*-homeosztazisara 79
VI.2. TPEN hatasa egyedi permeabilizalt izomrostokon 80
VIL.3. TPEN hatasa izolalt RyR-on 82
VI.4. Kalciumfelszabadulisi események PMI allatmodellen 83
VIL. OSSZEFOGLALAS 85
SUMMARY 86
VIIL. IRODALOMJEGYZEK 87
IX. ABRAJEGYZEK 104
X. KOSZONETNYILVANITAS 106
XI. KOZLEMENYEK 107
XII. FUGGELEK 112




I. Roviditések jegyzéke

Roviditések jegyzéke

A disszertciéban a szabad ionokat Ca**, Mg, Fe?*, Zn** stb. médon jelsltem.

A: amplitido

A: Angstrom

ADP: adenozin-difoszfat

AM: acetoxi-metilészter

AMP: adenozin-monofoszfit

AP: akciés potencial

4-AP: 4-aminopiridin

ATP: adenozin-trifoszfat

ATPaz: adenozin-trifoszfataz

$Ca”: radioaktiv kalcium ion

Cagpyra: fura-2-hoz kotott Ca2+—mennyiség

Cap,ry: parvalbuminhoz kotott Ca2+—mennyiség

Capympa: @ pumpédkhoz kotott Ca”**-mennyiség

Cag,apaa: @ szabad cytoplasmaticus Ca**-
mennyiség

Cay,: teljes intracellularis Ca2+—mennyiség

Caganszp: a Ca**-eltdvolité mechanizmusok
altal transzportalt Ca** mennyisége

Cagopc: troponin C-hez kotott Ca2+—mennyiség

[Ca*].: extracelluldris Ca**-koncentracié

[Ca**];: intracelluldris Ca**-koncentracié

[Ca®*|srEr: sarco-(endo)plasmaticus reticulum
Ca*-koncentraci6

[Ca2+]SR/Szabad: szabad sarcoplasmaticus
reticulum Ca**-koncentracié

A[Ca®*];: az intracelluldris Ca**-koncentracié
valtozasa

CaM: calmodulin

CaMKII: kalcium-calmodulin dependens
kiniz 11

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

Cav-3: caveolin-3

CCD: Central Core Disease

CDI: kalcium fiiggd inaktivéacio (calcium
dependent inactivation)

CHAPS: [3-[3kolamidopropil)dimetilamino]-
1-propdnszulfonsav: micellaképzd
detergens

CHF: krénikus szivelégtelenség (chronic heart
failure)

CICR: kalcium-indukalt kalciumfelszabadulds

(calcium induced calcium release)

cis: cytosolnak megfeleld oldal

CLSM: konfokalis 1ézer pasztdz6 mikroszkop
(confocal laser scanning microscope)

cm: centiméter

4-cmc: 4-chloro-m-cresol

CO;,: széndioxid

CPA: ciklopiazonsav

CRU: kalcium felszabadit6 egység (calcium
release unit)

Csq: calsequestrin

ctg: kotangens

CTP: citidin-trifoszfat

DICR: depolarizacid indukalt
kalciumfelszabadulds (depolarization
induced calcium release)

DHP/R a,s: dihidropiridin/receptor (al
vazizom tipusu alegység)

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium

DMSO: dimetil-szulfoxid

EC: extracellularis (tér)

ECC: excitacids-kontrakcids kapcsolat

Ec.: kalcium egyensiilyi potencial

ECs,: félhatasos dozis (effective concentration
in 50%)

EDC: extensor digitorum communis

EDL: extensor digitorum longus

EDPA: etylene-diamine-N-N'-diacetic-N-
N'-di-B-propionic sav

EGTA: etilén-glikol-bisz(2-aminoetil-éter)-
N,N,N',N'-tetraecetsav

ECRE: elemi kalciumfelszabaduldsi esemény
(elementary calcium release event)

Em: Emisszi6é (Emission)

en: angol terminolégia (English)

ER: endoplasmaticus reticulum

Ex: Excitacié (Excitation)

F: fluorescencia

Fy: alapfluorescencia

FBS: foetalis marhaszérum (foetal bovine
serum)

FCS: foetalis borjuszérum (foetal calf serum)




I. Roviditések jegyzéke

FKBP: FK506-kot6 protein (FK506 binding
protein)

FL: Ca**-fluxus

FL.sses: 2 Ca**-tranziens korai fazisa soran
mért fluxus

FLpas: @ Ca*-tranziens késdi, fenntartott
fazisa sordn mért fluxus

FTHM: maximaélis amplitidé feléhez
tartozo idOtartam (full time at half
maximum)

FWHM: térbeli szélesség (full width at half
maximum)

GTP: guanozin-trifoszfat

*H: tricium izotSp

HEPES: 4-(2-Hidroxietil)piperazun-1-
etanszulfonsav

HeLa: Henrietta Lacks cervix carcinoméjabol
szdrmazd sejtvonal elnevezése

HMM: nehéz meromiozin (heavy
meromyosin)

HS: 16szérum (horse serum)

HSR: nehéz (heavy) SR, kalciumpumpat és
kalciumcsatorndt is tartalmaz6 frakcid

IC: intracellularis (tér)

ICs: félgatld koncentracid

ITP: iozintrifoszfat

ISCC: belso raktar altali kalcium kontroll
(intra store calcium control)

JN: junctin

JSR: junkciondlis sarcoplasmaticus reticulum

kDa: kilodalton

Kg: disszociacids allandé

LLSS: subkonduktancia allapot (long lasting
subconductance state)

LMM: konnyli meromiozin (light
meromyosin)

LSR: konnyt (light) SR, csak kalciumpumpat
tartalmazé frakcio

pg: mikrogramm

pm: mikrométer

pM: mikromol

Mito: mitokondrium

MCa: maurokalcin skorpi6 toxin

Metab-Rec: metabotrop receptor

MH: Malignant Hyperthermia

mM: milimél

ms: miliszekundum

mV: milivolt

MW: molekula tomeg

ng, : Hill egyiitthat6

nm: nanométer

nM: nanomol

n.s.: nem szignifikans

N.A.: numerikus appertiira

NE: nemzetkozi egység

NO: nitrogén monoxid

Parv: parvalbumin

PIPES: piperazin-N,N’-bis[2-etdnszulfonsav]

Pc: zart 4llapot valdszinlisége

P;: anorganikus foszfat

PLC: foszfolipaz-C

PKA: protein-kindz-A

PKC: protein-kinaz-C

PKG: cGMP-fiiggo protein kindz

PLC: foszfolipaz-C

PMCA: plazmamembran kalcium ATPaz
(plasma membrane calcium ATPase)

PMI: postmyocardialis infarktus
(postmyocardial infarction)

Py: nyitott dllapot val6sziniisége

pS: picoSiemens

PTI: Photon Technology International

PMT: fotomultiplikitor (photomultiplyer)

PV, a Ca2+—transzport maximdlis sebessége

RyR: rianodinreceptor

RyRg;: sarcolemmalis rianodinreceptor

SDS-PAGE: natrium-dodecil-szulfat-
poliakrilamid gélelektroforézis [sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis]

SEM: az atlag standard hibdja (standard error
of the mean)

SERCA: sarco-endoplasmaticus reticulum
kalcium ATP-4z (sarco-endoplasmatic
reticulum calcium ATPase

SM(t): signal mass fliggvény

SR: sarcoplasmaticus reticulum

To: 4tlagos nyitvatartdsi id6

T.: dtlagos zarvatartdsi id0

TBQ: (2,5-di(tert-butyl)-1,4-
benzohydroquinone

TC: termindlis ciszterna
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TG: tapszigargin

Tm: tropomiozin

Tn: troponin

Tn-C: troponin kalciumkotd alegység

Tn-I: troponin inhibitorikus alegység

Tn-T: troponint a tropomiozinhez k&td

alegység

TPEN: N,N,N,N —tetrakis-(2-
pyridylmethyl)-ethylenediamine

trans: a sarcoplasmaticus reticulum lumenének
megfeleld oldal

Tri: triadin

Trisk: vazizom tipusu triadin

UTP: uridin-trifoszfat




II. Irodalmi attekintés

I1. Irodalmi attekintés

I1.1. A vazizom morfolégiai sajatsagai
I1.1.1. A vdzizom felépitése

A makroszkdéposan is lathaté vazizmot durva kétdszovetes tok, az epimysium hatdrolja,
melyen beliil az izomrostok koétegei (fasciculusok) egy udjabb kotdszovetes burokba, a
perimysiumba zéarva helyezkednek el. A szamos prekurzor sejt Osszeolvaddsdbol létrejott
tobbmagvu izomrostot a finom endomysium burkolja, mely vér- és nyirokereket, illetve

idegeket tartalmaz (1./a dbra).
I1.1.2. A vdzizom finomszerkezete

Az egyes izomrostokat sejtmembrdn veszi koriil, melynek neve sarcolemma. A sejt
cytoplasmajanak, melyet vdzizom esetében sarcoplasmanak vagy myoplasmanak is neveznek,
jelentds tomegét alkotjdk a myofilamentumok, melyek kontraktilis fehérjékbdl épiilnek fel. A
vastag filamentum vaziat a miozin-, a vékony filamentumokét pedig az aktin molekuldk
alkotjdk. A sarcoplasmaban taldlhatok az energetikai sziikségletek biztositdsdhoz
nélkiilozhetetlen elemek (glikolitikus enzimek, mitokondriumok) és a sarcolemma alatt
elhelyezkedd sejtmagok. A myofilamentumok myofibrillumokba tomoriilnek, melyeket egy
fejlett intracellularis membranrendszer, a sarcoplasmaticus reticulum (SRI) vesz koriil (lasd
késobb 2./a dbra).

Egy izomrost néhdny szdz myofibrillumot tartalmaz, amelyek mindegyike a Z-lemezek
révén mintegy 2,5 um hosszu szakaszokra, az un. sarcomerdkra oszlik (Gregorio és Antin,
2000). Egy myofibrillum sarcomérdiban mikroszképos megfigyeléssel valtakozé vilagos és
sOtét csikok €s vonalak kiilonithetdk el (innen a hardntcsikolt elnevezés), ami a vastag miozin
(~15 nm atmérdji, 1,6 um hosszi), illetve a vékony aktin filamentumok (~6-8 nm 4tmérdji,
1,0 um hosszu) elrendez8désének koszonhetd. A sarcomer azon része, ahol az aktin és a
miozin filamentumok atfedik egymast, alkotjdk a sotétebb A- (anizotrép) vonalat, a csak
aktint tartalmazé részek pedig a vildgosabb I- (izotrép) vonalat. Az eldbbi kozepén taldlhaté a
csak miozinbdl 4ll6 H-zéna (Hensen—z6na), amely kdzépvonalban (a sarcomer centruméban)

M-vonallé vastagodik. (1./b dbra) (Peachey és Franzini-Armstrong, 1983).

" A dolgozatban szerepld roviditések jelentésének tobbségét — a szoveg jobb attekinthetésége érdekében — a
szovegtorzsben nem adtam meg, a dolgozat elején kiilon részben, I. Roviditések jegyzéke cim alatt valamennyi
megtaldlhaté betlirendben felsorolva.




II. Irodalmi attekintés

I1.1.2.1. A kontraktilis fehérjék

Az elséként izoldlt motorfehérje a vazizombdol kivont miozin volt, ami az
izomdosszehizodasért felelés. A miozinmolekuldnak van egy kettédgazd fejrésze (in. Sl
fragmentum), ami tartalmazza az ATPazt, és amely iziiletszerlien egy nyaki szakaszhoz (S2
fragmentum) kapcsolddik. A fej + nyaki rész alkotja a mintegy 200 kDa tomegli nehéz
meromiozint (en. Heavy MeroMyosin, HMM). Az utébbihoz csatlakozik ugyancsak
iziiletszertien a farki rész, a 15-30 kDa tomegli konnyli meromiozin (en. Light MeroMyosin,
LMM) (1./d dbra). Koriilbeliil 200 darab miozinmolekula dimerizacidjat kovetden, a dimerek

farki résziikkel egy bipoldris ,,vastag” filamentumma kapcsolédnak ossze (1./c dbra).

A vazizom vékony filamentumanak f6é alkotéeleme az aktin, melynek izoldldsa Straub
F. Brin6 (1942) nevéhez flizodik. A fehérje két formdban létezhet: alacsony ionerdsségli
oldatban globuldris monomerként (G-aktin, 42 kDa-os molekulatomeg), fizioldgids
sooldatban pedig fibrillaris polimer alakjaban (F-aktin, tobb sz4z polimer).

Az aktinnal szoros kapcsolatban taldljuk szabdlyozé fehérjéit. A szintén fonalszer(i
tropomiozin (Tm) egyiitt csavarodik az aktin filamentummal oly mddon, hogy egy Tm
molekula hét aktin monomert (G-aktint) fed le. Ennek az elhelyezkedésnek szerepe lehet a
kontraktilis aktivalds sordn bekdvetkezd molekuldris torténések szervezésében.

Bizonyitott, hogy a Tm lokalizaci6ja lehetové teszi a rost nyugalmi dllapotdban az aktin-
miozin kolcsonhatds gatldsat. Két alegysége ismert: a a-tropomiozin (MW=34 kDa) és a [3-
tropomiozin (MW=36 kDa) (I./e dbra).

A kalciumjelet dekddol6 egység a troponin (Tn), harom alegységbdl all:

a troponin-C (Tn-C, MW=18 kDa), amely a Ca®*- kotésben jdtszik szerepet;

a troponin-T (Tn-T, MW=37 kDa), amely a Tn-t a Tm-hez koti;

a troponin-I (Tn-I, MW=24 kDa), amely nyugalomban megakaddlyozza az
aktin és miozin kozotti hidképzodést. A Tn-I gatlé hatdsa megsziinik, ha a
Tn—C Ca**-mal telitddik (I./e dbra).

A Tn-C hordozza a négy Ca**-kotéhelyet. Ebbél ketté Ca**-specifikus (Kg=10" mol/l),
melyek csak akkor kdtnek Ca**-ot, amikor a myoplasma kalciumkoncentricidja ([Ca*]) az R-
bol tortént kalciumfelszabaduldst kovetden megemelkedett. A masik két kotdhely nem

specifikus, Ca**-ot (Kg=10 mol/l) és Mg**-ot (K¢=10"* mol/l) egyarant kothet.
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1. dbra. A vazizom felépitése

(a) A vazizom felépitésének hierarchija (http://www.mkk.szie.hu nyoman); (b) A sarcomer szerkezete

(médositva http://fig.cox.miami.edu/ nyomdn); (¢) Vastag filamentum; (d) Egy miozinmolekula; (€)

Vékony filamentum (http://www.sci.u-szeged.hu nyoman).
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I1.1.3. Specidlis membrdnrendszerek
I1.1.3.1. Sarcolemma

Elektronmikroszképos vizsgalatok rdvildgitottak arra, hogy az izomrost felszinén harom
struktdra figyelhetd meg: az endomysium, a lamina basalis €s a sarcolemma. Az endomysium
tobbnyire kollagénrostokbol épiil fel. A lamina basalis, avagy az alaphartya, molekuléris
kapcsolatban van a sarcolemmaval, ez utébbi felszinén szdmos invaginacié taldlhat6. A
sarcolemmanak igen figyelemre mélté jellegzetessége a caveolak jelenléte, melyek specidlis
lipid raftok (a membran koleszterinben gazdag mikrodoménjei). Az izomban a caveolak
izomspecifikus Cav-3—at tartalmaznak (Rahkila és mtsai., 2001).

A sarcolemma barriert képez két kiilonb6z6 kalciumkoncentracidju térrész kozott: az
extracelluldris tér ([Ca**]e=2,5 mM) és a cytoplasma ([Ca**]=100 nM nyugalomban) (Perry,
1994). Kovetkezésképen a két hely kozott igen erds elektrokémiai gradiens all fenn.
Fiziol6gids hémérsékleten (37 °C), a Nernst-egyenlet alapjan a Ca** egyensilyi potencidlja
Ec.=135 mV. Egyébirant a sarcolemma felépitése azonos mas ingerlékeny membranéval: lipid
kettds réteg, melyben integrans fehérjemolekuldk taldlhatéak. Az izomrost mikodése
szempontjabol dontd a fesziiltségfiiggd gyors Na*- és a késoi tipusi K'-csatorndk jelenléte,
melyek lehetdové teszik az akcids potencidl (AP) keletkezését és terjedését. A sarcolemmaban

CI'-és Ca2+—csatornék, valamint kiilonféle receptormolekuldk is talalhatdak.
I1.1.3.2. T-tubulus és sarcoplasmaticus reticulum

Sajatosan a kifejlett vazizomra jellemz0, hogy a nagy tomegl kontraktilis rendszer a
perifériara szoritja az izomrostonként akar tobb szdz magot. A vazizom specidlisan médosult
endoplasmaticus reticuluma a sarcoplasmaticus reticulum, amelynek a sarcomerdkkal
parhuzamos longitudindlis (L) tubulusai terminélis ciszterndkka (TC) tdgulnak a Z-lemezek
folott, ahol igen szoros fizikai kozelségbe keriilnek a sarcolemmaval folytonos, annak
invagindcidjaval 1étrejovo transzverzalis (T) tubulusokkal (2./a dbra). Emlds vazizomban a T-
tubulusok lokalizaci6ja pontosan meghatirozott, nevezetesen az A és I vonalak mentén
taldlhatéak (Franzini-Armstrong és mtsai., 1998). A T-tubulusokhoz mindkét oldalrdl
csatlakozik az SR egy-egy kiszélesedd zsédkja (TC), és a harom csd egyiittesen alkotja a triddot
(Franzini Armstrong, 1999), melynek — mint latni fogjuk — alapvetd szerepe van az elektro-

mechanikai kapcsolas folyamataiban (2./b dbra).

10
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myofibrillumok

sarcolemma

SR longitudin4lis tubulusai

SR terminalis ciszterna

T-tubulus

(b) SR terminilis

ciszterna

2. dbra. Az izomrost sarcotubularis rendszere (http://www.sci.u-szeged.hu nyoman) (a) és a triad

szerkezete (Royer és Rios, 2009 nyoman) (b)

Az SR longitudinalis tubulusainak — amelyek héldszertien korbefonjak a myofibrillumot
- jelentds szerepe van az izomrelaxacioban, hiszen itt taldlhatéak az aktiv transzportot végzo
sarco(endo)plasmaticus reticulum Ca2+-pumpék (SERCA)(MacLennan és mtsai., 1997).

A T-tubulusok funkciondlis jelentdsége abban rejlik, hogy lehetdvé teszik a vdzizomrost
teljes keresztmetszetének gyakorlatilag egyidejii aktivalodasat.

Az SR jelentdsége hdrom szinten mutatkozik meg:
1.) ingerlés hatdsdra torténd kalciumfelszabadulds a koncentracidgradiens irdnydban, a

termindlis ciszterndk szintjén taldlhaté Ca®*-csatornakon, a rianodinreceptoron (RyR)

keresztiil;
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2)) az izomrelaxdcié bekdvetkezése utdn a szabad Ca®® visszajuttatdsa a raktdrba igen
jelentds koncentracidgradienssel szemben, aktiv transzport révén, a sarco-
(endo)plasmaticus reticulum kalcium ATPaz segitségével;

3) a kalcium taroldsa, melyben igen fontos szerepe van a termindlis ciszterndk szintjén

lokalizalt kalciumkoto-fehérjének, a calsequestrinnek.
I1.1.3.3. A sarcoplasmaticus reticulum Ca’*-tartalma

Nyugalomban, az izomban taldlhat6 Ca®™ mintegy 60-70%-a az SR termindlis
ciszternaiban tarolédik, ahol a [Ca2+]i 1 mM koriil van, szemben a myoplasma 100 nM-os

koncentraciéjaval (Meissner, 1994).

Fryer és Stephenson (1996) mechanikusan nyizott patkdny rostokon erdmérésekkel
vizsgdlta az SR Ca**-koncentraciét ([Ca**]sg). Méréseikben 70 nM-os myoplasma Ca®*-
koncentraciéndl, gyors tipust izmok esetén 1,01 mM/rosttomeg liternek, lassi izmok esetén
pedig 1,14 mM-nak addédott az SR kalciumtartalma. Salviati és mtsai. (1982) kémiailag
nyuzott humén rostokat vizsgélva 0,87 mM-os [Ca2+]SR—rél szamoltak be. Béka izomban ez az
érték 0,9-1,2 mM Ca**/hozzaférheté myoplasma térfogat (Somlyé és mitsai., 1981), ami
0sszhangban van Ford és Podolsky (1972) altal leirt 0,9 mM-os Ca**-koncentréci6val (nytzott

béka rostokon).

A fenti adatok a rosttomeg vagy hozzaférheté myoplasma térfogat fliggvényében vannak
megadva. Megjegyzendd, hogy vazizomban az SR csupdn egy kis hdnyadat képezi az
ossztérfogatnak. Példaként, béka izom esetén az SR térfogata csupdn 9%-a az Osszesen
hozzéférhetd myoplasmatérfogatnak (Mobley és Eisenberg, 1975), mig emldsok esetén a
gyors izmokban az SR mintegy 9,3%-ot, lassi izmokban pedig 5,5%-ot foglal el (Eisenberg,
1983). Fryer és Stephenson (1996) éltal leirt SR térfogatra vetitett Ca**-tartalom mellett, az

[Ca®*)sg ~11 mM gyors-; valamint 21 mM lassu-tipusu patkdny izmok esetén.

Az SR szabad [Ca™] ([Ca™srssmbad) becslések szerint 0,5 és 1,2 mM kozott van.
Kisérleteikben Fryer és Stephenson (1996) ~1,2 mM-os [Ca2+]SR/Szabad—rél szamolt be.
Launikonis és mtsai. (2005) béka rostokon egy racidometrikus fluoreszcens festéket haszndlva
(mag-indol) alacsonyabb értéket (0,51 mM) taldlt. Rudolf és mtsai. (2006) egy az SR-ben

expresszdl6dé Ca**-bioszenzor segitségével, egér izmokban, 0,31 mM [Ca**]sp/szabaa-t it le.

IL.2. A dihidropiridin-receptor
Haréntcsikolt izmokban az intracelluldris Ca**-felszabadulds fesziiltségfiiggd folyamat.

Viéz- és szivizomban, bar kiilonb6z6 médon, az L-tipusd csatorndnak van alapvetd szerepe.
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Nagyfoku szelektivitdsuk €s affinitdsuk miatt a dihidropiridinek (DHP) a legjelentdsebb L-
tipusu csatorna moduldtorok (Kongsamut és mtsai., 1985), ezért DHP-receptoroknak (DHPR)
is nevezik Oket. Gatl6 hatasukat a csatorna nyitott és inaktivalt éallapotdban is kifejtik
(fesziiltségfiiggd gatlas). Elhelyezkedését illetben mikroszkopos vizsgalatok alapjan a DHPR
a T-tubulusok junkciondlis részén (jSR) helyezkedik el, bar nincs kizdrva, hogy
extrajunkciondlisan is el6fordul (Jorgensen és mtsai., 1989). Feladata, hogy membran-
fesziiltségvaltozasok hatdsdra megnyilik, és befelé iranyuld lassud, hosszan tartd Ca**-dramot
hoz létre a T-tubulusoknal.

A DHPR lasst kinetikdju csatorna, azaz a depolarizaciét kovetéen az dramcsucs
eléréséhez sziikséges id6 igen hosszd (mintegy 100 és 250 ms), amely az irodalmi adatok
alapjan fiigg a depolarizacids pulzus nagysdgatol (Szentesi €s mtsai., 2001; Collet és mtsai.,
2003). E csatorndk jellegzetessége a lassi aktivacid, amely nagymértékli depolarizacid
hatdsdra felgyorsul. A csatorna aktivdciés kiiszobe -10 mV koriil van (110 mM Ba®*
jelenlétében, Dirksen és Beam, 1995). Ami a konduktanciat illeti, frissen izolalt felndtt
izomban az érték 55 és 200 S/F kozott mozog, 2-2,5 mM Ca** jelenlétében (Szentesi és mtsai.,
2001; Collet és mtsai., 2003).

A DHP-receptor (~440 kDa) 6t kiilonb6z6 polipeptid-alegységbdl épiil fel (Catterall,
1995). A miikodés szempontjdbdl az ay-alegység (~185 kDa) alapvetd fontossdgi, ez
tartalmazza magéit a poérust a II-III hurok kozott, ez az alegység a helye a ,kapuzd”
mechanizmusnak, tovabba az organikus Ca2+—antag0nista’1k is ide kotddnek.

A vézizomtipusi o;-alegység (a;s) felelds az L-tipusi Ca**-csatorna hardntcsikolt
izomban betoltott alapvetd funkcidjanak, az elektro-mechanikai kapcsolds kulcslépésének
végrehajtasaért is. A vazizom tipusu kapcsolds kozismert hipotézise szerint az a,-alegység egy
cytoplasmaticus nyulvdnya a membrdn depolarizicidja sordn konformaciévaltozdson megy
keresztiil, amely az SR kalciumcsatorndjat, a rianodinreceptort kozvetleniil aktivalja.

A csatorna tovabbi részei az er0sen glikozilalt a,-alegység, a transzmembran y-alegység
és O-alegység, illetve az intracelluldrisan elhelyezkedd B-alegység. Utdbbi az ao;-alegységgel
egyiitt foszforilalodhat cAMP-fiiggd kindz, Ca**-kalmodulin (CaM) és protein kindz-C (PKC)
altal (Hosey és mtsai., 1986), és az inaktivacios kinetika meghatdrozasaban van kiemelkedd
jelentdsége (Qin és mtsai., 1996).

E csatorndk legtipusosabb blokkol6i az un. organikus Ca®*-csatornablokkolSk, avagy
hétkdznapi nyelven Ca®*-antagonistdk. Ezek magukban foglalnak tobb vegyiiletcsoportot, igy
az 1,4-dihidropiridineket (DHP): pl. a nifedipin, nitrendipin, PN 200-110; a

fenilalkilaminokat: pl. a verapamil, a benzotiazepineket: pl. a diltiazem; és a
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difenilmetilpiperazinokat: pl. a flunarizin. Néhany DHP, mint példdul a (-)BayK 8644 és a
(+)S-202-791 Ca2+—ag0nistaként mukodik.

Az L-tipusu csatorndk inhibitorainak mdésik csoportjdba polipeptid toxinok tartoznak.
Ilyenek az agatoxinok, a konotoxinok és egyes kigyomérgek toxinjai, mint példaul a
kalciszeptin (amely specifikusan blokkolja a kardidlis és neurondlis L-tipust csatorndkat, de
hatdstalan a vazizom L-tipusd csatorndira), vagy a munkacsoportunk dltal is részletesen
tanulmdanyozott maurokalcin (MCa), illetve Imperatoxin-A (Lukdacs és mtsai., 2008).

A specifikus blokkolészerek mellet a kiilonb6zd di- és trivalens kationok, mint a Cd2+,
Co”*, La®™ vagy Ni** képesek nem specifikusan gétolni a csatorna mitkddését (Jones és mtsai.,

1998).
I1.3. A rianodinreceptor

A RyR kozponti szerepet jatszik az izomban lezajlé elektro-mechanikai kapcsolat
kialakitdsaban, kovetkezésképpen az izomélettan egyik legtobbet tanulmanyozott fehérjéje,
mikodésérol szamos Osszefoglalé mi jelent meg (Meissner, 1994; 2002; Melzer és mtsai.,
1995; Franzini-Armstrong és Protasi, 1997; Csernoch és mtsai., 1999; Ogawa és mtsai., 1999;
Fill és Copello, 2002). A feladata nagy mennyiségii Ca** gyors felszabaditisa az SR Ca”*-
raktaraibol. Nevét onnan kapta, hogy nagy affinitassal €és specificitassal (K4<50 nM) koti a
rianodin nevll novényi alkaloididt (Ryana Speciosa) (Lai és mtsai., 1988), amely mint a
mesterséges lipid kettOsrétegbe épitett RyR-on végzett egyedi csatornds drammérések sordn
kideriilt, félig nyitott szubkonduktiv allapotban rogziti a csatornit. Nagy koncentraciéban
fordul eld harantcsikolt izomban az SR junkciondlis részén, ahol kozvetlen kapcsolatban all a
T-tubulusok DHP-receptoraival. Kisebb koncentracidban ugyan, de megtaldlhat6 az SR egyéb
részein is, ahol azonban nem mutathaté ki a RyR DHP-receptorokhoz valé egyértelmii

hozzarendeltsége.
I1.3.1. Elektrofiziologiai sajdtsdgok

A RyR alacsony szelektivitdsi kationcsatorna, amely nagy konduktancidval vezet
egyértékii ionokat (pl. Na'-ot) (Meissner, 1994; Franzini-Armstrong és Protasi, 1997;
Williams és mtsai., 1999). Lipid kettdsréteg technika segitségével, emldsbdl izolalt RyR-ok
tanulmdnyozdsa sordn fény deriilt a receptor konduktancidjira. Abban az esetben, amikor Ca**
volt a toltéshordozé (54 mM a trans oldalon), Smith és mtsai. (1988) 100 pS irtak le, mig
ugyanakkor K* esetén (250 mM), (50 uM Ca®* a cis és trans oldalon), Sarkozi és mtsai.
(2000) 529 pS talaltak.
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11.3.2. Molekuldris struktiira

A RyR szerkezetileg mintegy 5000 aminosavbdl 4116 homotetramer: négy identikus 560
kDa molekulastlyd polipeptid-alegységbdl felépiild fehérje-komplex (3. dbra). Példaként, a
nyulbdl izoldlt RyR1 5037 aminosavat tartalmaz (Zorzato és mtsai., 1990).

Az aminosavlancok kisebb része (1/5) a TC membranjdban helyezkedik el (ez az
alegységek C-termindlisa, mely egyiittesen a csatornapdrust képezi); a nagyobb rész (Y/s) a
myoplasmaba, a tridd centrumaban 1év0 T-tubulus irdnydba nytlik (ez az N-terminalisnak
felel meg, amely az Un. cytoplasmaticus 14b [,,foot”-régid] révén kapcsolatot teremt a DHP-
receptorokkal [Franzini-Armstrong ¢&s Protasi, 1997; Wagenknecht, 1997; Sams6 és
Wagenknecht, 1998] [5./b dbra]). Egyes feltételezések szerint a Ca®* kilépése a myoplasmaba
a lab région keresztil megy végbe. A ,foot”-régidban (N-terminalis) tobb mutaciot
azonositottak, amelyek felel0ssé tehetok olyan betegségekért, mint a Malignant Hypertermia
(MH) vagy a Central Core Disease (CCD). Az MH-betegek tobbségében a muticidk az
elektro-mechanikai kapcsolatban alapvetd szerepet betolté RyR1-et (~40%) és DHPR (~20%)
érintik, mig a betegségek 35%-dban a genetikus hattér jelenleg is ismeretlen (Loke és

MacLennan, 1998).

Cryomikroszképia és 3D rekonstrukcié segitségével megismerhettiik a gomba alaku

receptor harmadlagos struktardjat (1asd 3./a dbra).
I1.3.2.1. [zoformék

Emldésokben a RyR-nak hiarom izoformdjat kiilonithetjiik el, amelyek neviiket az
izoldlasuk sorrendje alapjan kaptdk (Franzini-Armstrong és Protasi, 1997; Ogawa és mitsai.,
2000; Martosi €s Picula, 2003):

RyR1 (vazizom-tipusui)
RyR2 (sziv-tipusi)
RyR3 (agy-tipusi)

Ezen feliil a RyR1 és RyR3 emlds-tipusokat nem emldsokben (pl. halakban,

kétéltliekben, madarakban) rendre a- és B-tipusoknak nevezik (Franzini-Armstrong és Protasi,

1997).
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3. dbra. A RyR struktiraja

(a) Bal oldalon a RyR1 szekvencidja léthat6. Négy transzmembran domén és egy pérusformdlé hurok az
M3 és M4 transzmembran régiok kozott. Pirossal jelolve az adott aminosavszekvencidnak megfeleld
ligandkotd helyek lathatok. Kérddjelek a még nem teljesen tisztazott kot6helyeket mutatjdk. Jobb oldalon
a RyR1 3D szerkezeti rekonstrudldsa, pirossal pedig a szekvenciaspecifikus markerek jelolése lathaté. Az
dbra aljn l4that6 a transzmembrén régié (Wagenknecht, 2002 nyoman); (b) A homotetramer szerkezetii

RyR sematikus dbrazoldsa (Wu és Hamilton, 1998 nyomaén).
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A RyR két alfajtdja mutathaté ki a hardntcsikolt izomszovetben: a RyR1 a domindns
forma, mig a RyR3 a postnatalis fejlodés utdn majdnem teljesen eltiinik, a késdbbi
stddiumokban mar csak néhdny izomrostban mutathaté ki (példdul a lassi oxidativ
tipusuakban) (Bertocchini és mtsai., 1997; Sorrentino és Reggiani, 1999; Protasi és mitsai.,
2000). Mindezen eltérések funkciondlis kovetkezménye a rosttipusok tiikrében még
ismeretlen. Western blot technika segitségével kimutattdk, hogy a RyR3 legjobban a patkany,
valamint nyul diaphragmadban és soleusban expresszalodik, mig az altalunk is tanulmanyozott
EDC-ben egyaltalan nem taldlhat6 (Flucher és mtsai., 1999).

A fent emlitetteken til az egyes altipusokat mds, nem ingerlékeny szovetekbdl is
izolaltdk (példaul a RyR2-t HelLa tumorsejtekbdl; Bennett és mtsai., 1996); tovdbba, egy
sejttipuson belill is kimutathaté tobbféle RyR jelenléte (példdul vascularis simaizomsejtek
mindhdrom altipust expresszdljdk; Neylon és mtsai.,, 1995). Az osteoclastok kiilsd
membranjdban RyR2-t taldltak, melyek szerepet jatszhatnak a kiils6 kalciumszint
érzékelésében, és igy a csontreszorpcié szabdlyozdsdban (Zaidi és mtsai., 2004). Emellett
simaizomsejteken (Zou és mtsai, 1999) és szivizomsejteken (Kondo és mitsai, 2000) is
kimutattak cytoplasma membréan Ca**-csatorndkat, melyek RyR-hez hasonld sajitsdgokkal
rendelkeztek. Ennek megfelelden az 1j alcsoportnak a sarcolemmaris RyR (RyRg; ) elnevezést
javasoltak.

Az izoformdk kozotti szekvenciahomoldgia 6sszességében 67-70%-0s, dm ez az ardny a
C-terminalisndl 1évé 250 aminosavnyi részen magasabb, mint 90%. A human RyR1/2/3

homolégia kb. 93%-os.
I1.3.2.1.1. RyR1

A RyR1 (vazizom tipus) mindenfajta harantcsikolt izomban, valamint az agy bizonyos
részein (cerebellum, Purkinje-sejtek) €s egyes simaizmokban is megtaldlhaté (Lai és mtsai.,
1988). A RyR1 gén a 19-es kromoszéma (19q13.1) hosszu karjdn helyezkedik el (Fujii és
mtsai., 1991), és polipeptid lanca 5032-5037 aminosavat tartalmaz.

11.2.3.2.2. RyR2

A RyR2 dontéen a szivizom miikodésében jatszik alapvetd szerepet, tovabba
kimutathaté az agyban (Anderson és mtsai., 1989) és simaizomban is (Hermann-Frank és
mtsai., 1991). A RyR2 polipeptid ldnca 4968-4976 aminosavat tartalmaz. A szivizomndl az
elektro-mechanikai kapcsolat a vazizomtdl eltéré médon valésul meg, hiszen a szivizomban
az AP idétartama 200-300 ms (vdzizomndl 3-5 ms), ami lehetévé teszi, hogy a lassan

aktivilod6 DHPR-ok megnyiljanak (tehat Ca’*-csatornaként is mikodnek), és az
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extracelluldris kalcium bejusson a myoplasmaba. A bedaramlé Ca-ionok hatdsara megnyilnak a
termindlis ciszterndkban elhelyezked$ RyR-ok, és a Ca**-indukélt Ca**-felszabadulds (CICR)
mechanizmus révén megvaldsul a kontraktilis rendszer aktivdloddsa. Szivizomban az R-bdl
kidraml6 (kb. 65%), ill. az extracelluldris térbdl a DHP-receptorokon keresztiil bedramlé (kb.

35%) kalcium egyiittesen véltja ki a szivizom 0sszehtizédasat.
I1.3.2.1.3. RyR3

A humidn RyR3 polipeptid ldnca 4870 aminosavat tartalmaz, és az agyban
(hippocampus, corpus striatum, diencephalum) fordul eld (Lai és mtsai., 1992a), bar itt sem
haladja meg a teljes RyR-készlet 2%-at. Vazizomban kis mennyiségben van jelen, példaként a
diaphragma kevesebb mint 5% RyR3-at tartalmaz (Conti és mtsai., 1996). Szoros
hasonlésdgot mutat szekvencidjdban és miikodésében a RyRp izoformdval. Az izoformak
kozotti szekvenciahomoldgia ellenére az izoformdk tobb varidbilis régiot tartalmaznak,
amelyek meghatarozoak lehetnek az izoformak kozotti funkciondlis kiillonbségekben. A RyR3
szerkezetében jelentds kiilonbség a RyR1-hez képest, hogy hidnyzik beldle a D2 (1303-1406)
régio.

I1.3.2.1.4. RyRa/p

Az RyRa és RyRf a halakban, kétéltiiekben és madarakban fordul eld, és az emldsok
RyR1- illetve RyR3-molekuldjdval mutat homoldgidt (Lai és mtsai., 1992b). Az azonositds
alapja az volt, hogy a béka vazizombdl izoldlt a- és B-izoformdk natrium dodecyl-szulfat
poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) egyiitt futottak az emlds izombol szarmaz6 izoformdkkal. A
homologiat sikeriilt aldtdmasztani immunoblot analizissel és funkciondlis vizsgalatokkal is. A
kalciumfelszabadulds folyamatdnak leirdsara kétéltliekben Rios és Pizarro dolgozott ki egy
mara 4ltaldnosan hasznalt modellt (Rios és Pizarro, 1988), figyelembe véve azt, hogy ezen
osztalyban két kiilonbozd tipusi SR kalciumcsatorna (RyRa és RyRp) van jelen. Modelljiik
alapjan a DHPR-ral szemben elhelyezkedd6 RyR-ok a depolarizidcié egész iddétartama alatt
fenntartott kalciumfelszabadulasért feleldsek, mig a tobbi csatorna a kalciumfelszabadulés
korai, gyorsan aktivdlodo, majd inaktivalodo részében jatszanak szerepet. Utdbbiak
megnyildsaért €s bezarddasaért a DHPR-ok dltal kozvetleniil aktivalt csatorndkon &t kilépd

Ca-ionok a felelGsek.
I1.3.3. Szabdlyozo fehérjék

In situ a receptor szamtalan szabdlyozé proteinnel all kapcsolatban, amelyek az SR

lumene (pl. calsequestrin vagy annexin VI), az SR membranja (pl. triadin, junctin,
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junctophilin), a cytoplasma (pl. FKBP12, sorcin, calmodulin), vagy a sarcolemma (pl. DHPR
al-alegysége) irdnyabol keriilnek kapcsolatba a RyR-ral. Az SR kalciumcsatorndja, amely az

eddig ismert egyik legnagyobb receptormolekula, igy bonyolult receptorkomplexet épit fel
(14sd 4. dbra).

Extracellular

——

PLASMALEMMAL

ACCESSORY PROTEINS
* DHPR a1 subunit
* Glycolytic enzymes

SRER lumen

INTRALUMEMNAL
ACCESSORY PROTEINS

* Calsequestrin
* Annexin Y

" CYTOPLASMIC )
ACCESSORY PROTEINS
* CaM

* FKBP12/FKBP12.8

* Protein kinases/

phosphatases INTEGRAL MEMBERAMNE
* Sorcin ACCESSORY PROTEINS
\_—_5100s / Kinase anchor proteins
Triadin

£k ok %

Junctin _
Integrin-like proteins

4. dbra. A RyR és szabalyozo fehérjéi kapcsolata (médositva MacKrill, 1999 nyoman)

A RyR elséként felderitett szabdlyozd fehérjéje a calmodulin (CaM) volt (Smith és
mtsai., 1989). Ez a kis (16,7 kDa molekulatomegli) cytoplasmaticus fehérje kozel 2 uM-os
koncentraciéban van jelen a cytoplasmaban, ezért fizioldgiai jelentdsége nem elhanyagolhat6.

Elhelyezkedésének koszonhetéen a CaM [Ca®'] fiiggd médon képes befolydsolni a
csatorna miikodését. Tripathy és mtsai. (1995) megfigyelték, hogy RyR1 esetében a CaM 0,1
uM-ndl kisebb [Ca®*]-ndl fokozta, mig 0,2 uM-nél nagyobb [Ca®*]-nal gdtolta a receptor
aktivitasat.

Az FK506-koto protein (en. FK506 Binding Protein, FKBP) avagy calstabin, egy kis
(12 kDa molekulatomegii) cytoplasmaticus fehérje, amely az immunofilinek csalddjdhoz
tartozik. A RyR tetramer, sztdchiometrikus ardnyban koti az FK506 nevii immunoszupresszor

molekuldt, izoformatol fiiggden kiillonbozd tipust (RyR1-FKBP12, RyR2-FKBP12.6).
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Fizioldgiai jelentéségét bizonyitja, hogy az FKBP hidnya az élettel Osszeegyeztethetetlen,
hiszen az FKBP-hidnyos éllatok stlyos idegrendszeri rendellenességek miatt mar embriondlis
korban elpusztulnak. Izomban betdltott szerepére utal, hogy az ilyen allatokbdl szdrmazé
izomrostok kontraktilitdsa csokkent mértékii. Egyes tanulminyok szerint az FKBP
»szinkronizédlja” a RyR alegységeinek miikodését, azaz biztositja azt, hogy a csatorna négy
alegysége koordindlt médon alakitsa ki a nyitott és zart dllapotot (Marx és mtsai., 1998).
Ugyanakkor mds tanulmanyok szerint szerepe van a szomszédos RyR-ok egyszerre torténd

megnyildsdban és zar6ddsaban (,,coupled gating”) (Fill és Copello, 2002).

FKBP12 hidnydban a RyR nagyobb valdszinliséggel és hosszabb ideig van nyitott
allapotban, és koffeinhatdsra kiilonboz6é szubkonduktancids vezetési allapotokat vesz fel.
FKBP jelenlétében a szubkonduktancids dllapotok nem figyelhetdek meg: a csatorndk vagy
teljesen nyitottak, vagy teljesen zartak. Az FKBPI12 ezen kiviil a RyR-t egyenirdnyito
csatornava teszi, mely az SR lumen — cytoplasma irdnyd 4ramokat részesiti elényben, a
forditott aramokat pedig blokkolja (Brillantes és mtsai., 1994; Franzini-Armstrong és Protasi,

1997).

A TC-ban koncentralédik az SR dominéns puffere a 45 kDa molekulasullyal rendelkez6
calsequestrin (Csq) (Maier és mtsai., 1986; Damiani és mtsai., 1990). Az SR belsejében
elnyujtott szerkezete elsdsorban a junkciondlis régidhoz kozeli helyeken figyelhetd meg, mig
extrajunkciondlisan csak a hdtermelésre specializdlodott izomrostokban mutathaté ki.
Kapcsolatban 4ll kozvetleniil a RyR komplexszel, és indirekt médon egyéb kapcsold-
fehérjékkel (junctin és triadin) (Liu és Pessah, 1994).

A Csg-t kis Ca’*-affinitdsa (Kq ~1 mM) és nagy Ca’*-kotd kapacitdsa (40-60 mol
Ca®*/mél fehérje) teszi dinamikus Ca®*-raktirozé fehérjévé. C-termindlis végén savas
szakaszok koncentrdlédnak, ezek felelések a Ca®*-kotésért. A Ca®*-kotés sordn a fehérje
hidrofébitasa fokozddik, kompaktabba valik.

A triadin (Tri) az SR membranjidban lokalizalt integrans membranfehérje, amelyet
Brandt és mtsai. fedeztek fel 1990-ben. Mara bizonyitott, hogy a rdvid cytosolikus N-
termindlis részével funkciondlis kapcsolatot létesit a DHPR al-alegységével (MacKrill,
1999), mig a lumindlisan elhelyezkedd C-termindlis részével a RyR-hoz és a Csq-hez
kapcsolddik (Knudson és mtsai., 1993). A triadin a vazizom Ca’*-homeosztizisdban betdltott
szerepe mai napig nem pontosan tisztdzott, de feltételezhetd kozvetité szerepe a RyR-on

keresztiil torténd R-bél valé Ca**-felszabadulds szabdlyozdsaban, és a tridd mint funkciondlis
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struktira szerkezetének biztositasaban (Goonasekera és mtsai., 2007; Fodor és mtsai., 2008;
Marty és mtsai., 2009).

A triadin egy multiprotein csalddot alkot, és tobb izoformédja ismert, melyek ugyanazon
gén alternativ splicing sordn keletkezd fehérjetermékei, és a C-termindlis hosszdban
kiilonboznek. A vazizomban elofordulé izoformak szokasos elnevezése a Trisk (en. Triadin
skeletal isoform) 32, 49, 51, 95 nomenklatdra alapjan torténik, ahol a szamok a kDa-ban
kifejezett molekulatomegeket jelentik (Marty és mtsai., 2000).

A junctin (JN) nevii kis fehérjét (26 kDa) eldszor a szivizombdl izolédltdk (Mitchell és
mtsai., 1988). Vazizomban elsésorban a junkciondlis régidhoz kozeli helyeken
koncentrdlédik. A 210 aminosavbdl felépiild pozitiv t6ltésii  fehérje nagyfoku
szekvenciahomoldgidt mutat a triadinnal.

A RyR, JN, Csq és triadin valdsziniileg egy multiprotein komplex formdjdban van jelen,
ahol a Tri és JN kapcsolddédsa polaros csoportjaik ionos kolcsonhatdsaval valésul meg (Jones
és mtsai., 1995). A Ca**-felszabadulds és -raktdrozds finoman szabdlyozott és sszehangolt

mechanizmusa bizonydra ennek a multiprotein komplexnek az épségét is igényli (4. dbra).
I1.3.4. A RyR fizioldgids szabdlyozdsa

A RyR aktivécigjat, atereszté képességét tobb reguldcids tényezd is befolydsolja.
Elsédleges fizioldgids szabdlyozéja maga a kalcium. Mg?* és ATP hidnydban harangalakd
Ca**-aktivaciés gorbe figyelhetd meg: upM-os koncentracioban aktivatora, mM-os
koncentraciéban inhibitora a RyR-nak. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a RyR rendelkezik egy
nagy affinitdsu aktivator (ECsp ~2 uM, ngj~2), €s egy alacsony affinitdsd inhibitor Ca*-
kotéhellyel (ICsp ~150 uM, ngy>1) (Meissner és mitsai., 1986). Mindhdrom izoformara
jellemzé ez a kettdsség, viszont eltérések vannak a Ca®* irdnti érzékenységet illetéen.
Példaként, nydl vazizomban a RyR1 és RyR3 hasonl6 Ca®* irdnti érzékenységet mutat az
inhibitor oldalon, mig az aktivator oldalon a RyR3 mintegy 10-szer érzékenyebb, mint a RyR1
(Murayama és Ogawa, 1997).

A RyR-ra nemcsak a cytoplasmaticus [Ca2+] hat, hanem az SR luminalis [Ca2+] is.
Tobben kimutattdk, hogy a luminélis [Ca®*] novekedése a RyR nyitvatartasi valésziniiségét
fokozza (Tripathy és Meissner, 1996; Csernoch és mtsai., 1999). Ennek hatdsmechanizmusa
egyrészt a kidramlé Ca”* a RyR cytoplasmaticus oldaldn taldlhaté Ca’*-aktivétor helyeihez
torténd kotédésével magyardzhaté; mdsrészt, a lumindlis oldalon is kimutattak olyan Ca**-
kotd helyeket a RyR komplexen, melyek a csatorna aktivitdsat fokozzdk. A gyors lokélis

[Ca®*]-novekedés sordn 1étrejovo aktivalodasat kovetden a RyR adapticidja figyelhetd meg.
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Ennek értelmében a RyR egy olyan dllapotba tér vissza, amelyben csak magasabb [Ca®*]
emelkedések aktivédljadk. Vannak olyan kisérletes adatok is, amelyek alapjan ezt az allapotot
inaktivalt 4llapotnak is tekinthetjiik: ezek szerint aktivdcié utdn a RyR magasabb [Ca*]
novekedésekkel sem aktivdlhat6. Barmelyik is igaz, mindkettdbdl az kovetkezik, hogy az
aktivdci6 utdn csak bizonyos idével 4ll vissza a RyR eredeti Ca**-érzékenysége (Gyorke és
Fill, 1993).

Vazizomban fiziol6gids koriilmények kozott az intracelluldris magnéziumkoncentracio
nagyobb, mint 1 mM. A szivizom tipusti RyR kevésbé érzékeny Mg**-ra (Zucchi és Ronca-
Testoni, 1997).

Meissner és mtsai. (1994) kimutattak, hogy a Ba®* és a Mg** gitolja a RyR miikodését,
csokkentve nyitott allapotdnak valdsziniiségét. Utdbbi hatdsat Osszetett mechanizmus révén
valdsitja meg, €s ez a gatlds fligg a cis oldali [Ca®)-t6l. A gatlas mechanizmusa a mai napig
nem teljesen tisztazott. Két lehetséges mechanizmust irtak le:

1. a Mg** verseng a Ca**-al a nagy affinitdsd (aktivdciés) oldalért (A —csik) (Jéna és
mtsai., 2001);

2. a Mg2+ verseng a Ca**-al az alacsony affinitdsd (inaktivacids), nem szelektiv,
divalenskation-gatlé oldalhoz (I-csik), és bezéarja a RyR-t (Zucchi és Ronca-Testoni, 1997;
Shoshan-Barmatz és Ashley, 1998).

A legtobb sejt cytosoljdban az ATP (kotott és nem kotott) koncentracidja néhany mM.
Az ATP egy igen erds RyR-aktivator (K4=350 puM, ngi=2), amely cytoplasmaticus kalcium
hidnyéban is aktivalja a RyR-t, ill. Ca**-al konjugdlva majdnem maximalis aktivaciét valt ki.
Jelentésége abban 4ll, hogy a DHPR direkt aktivdlé hatdsa 6nmagdban nem elég a Ca®*-
felszabadulas kivéltasdhoz, agonista szolubilis faktorok is sziikségesek hozza.

Lényeges, hogy az ATP aktivilé hatdsa nem a csatorna foszforilaciéjan alapszik, mivel
egyéb adeninnukleotidok gy, mint az ADP, AMP, cAMP, adenin vagy adenozin szintén
képesek aktivdlni a csatorndt (Shoshan-Barmatz és Ashley, 1998), és igy képesek
ellensilyozni a Mg2+—gétla’1st fiziologids koriilmények kozott. Ezzel szemben a CTP, GTP, ITP
vagy UTP kevésbé hatékonyak (Zarka €s Shoshan-Barmatz, 1993).

A RyR aktivitasat foszforilacids jelek is szabdlyozzak, mely hatds izoformafiiggd. A
RyR1 foszforiliciés mechanizmusa nem teljesen tisztizott. Egyes tanulmédnyok szerint a
RyR1-et az endogén protein kindzok (PKA, PKG és CaMKII) képesek foszforildlni (Suko és

mtsai., 1993), mig m4s munkdkban ennek ellenkezdjét talaltdk (Strand €s mtsai., 1993).
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A fehérjék foszforilacioval torténd hatékony szabdlyozdsa a protein kindzok mellett
foszfatdizok miikodését is megnoveli. A RyR szabdlyozdsdban résztvevé foszfatiz a
calcineurin, vagy mds néven protein foszfatdz 2B.

A szimpatikus idegrendszer aktivdlédasakor (példdul izommunka vagy vészreakcid
esetén) felszabadul6 katekolaminok hatdsanak eredményeként cAMP-dependens protein kinaz
(PKA) aktivalodik. A PKA az izomrost Ca*-haztartdsat szabdlyozé fehérjék (DHPR,
SERCA, RyR) foszforildlasdval aktivédlja azokat, igy ndvekszik a Ca**-tranziens amplitiddja,

és az izom kontrakcids ereje.
I1.3.5. A RyR farmakologiai szabdlyozdsa

A RyR miikodését tobb ismert farmakoldgiai vegyiilet is befolydsolja (Coronado és
mtsai., 1994; Franzini-Armstrong és Protasi, 1997), melyek a receptor tulajdonsdgainak

kutatasaban hasznos eszkozzé valtak.

A rianodin egy novényi alkaloida (Ryania speciosa), amely specifikusan (ngyi=2)
kotédik a RyR-hoz, feltételezések szerint annak nyitott &llapotdhoz. Dézisfiiggden
befolydsolja a RyR mikodését. Alacsony koncentracioban (10 nM) noveli a csatorna
nyitvatartdsi valoszinliségét; kozepes koncentracidban (1-10 uM) a nagy affinitdsd rianodin-
kotéhelyhez kapesolédva részlegesen nyitott dllapotban tartja a csatornt és fokozza a Ca®*-
felszabadulast; végiil magas koncentraciéban (>200 uM) elfoglalja a RyR alacsony affinitdsu
rianodin-k&tOhelyeit is, és a Ca**-felszabadulds teljes gatlasat eredményezi (McGrew és
mtsai., 1989; Franzini-Armstrong és Protasi, 1997).

A csatorna egyik legismertebb aktivitora a metilxantinok csoportjdba tartozé koffein,
amely mM-os koncentracioban fokozza az SR-bdl torténd Ca2+—felszabadulést, és kontraktarat
hoz 1étre az izomban (Csernoch és mtsai., 1999). Izolélt csatorndkon végzett mérésekben
kidertiilt, hogy a szer noveli a RyR1 és RyR2 nyitvatartasi valdszinlis€gét, mikdzben nem
modositja a csatorna konduktancidjat. A koffeinhatds azonnali és konnyen visszafordithat6. A
koffein két médon hathat a RyR-ra. Viszonylag alacsony [Ca®*]-nél (<2 mM) a koffein hatésa
Ca®* jelenlététd] fiigg: noveli a Ca**-aktivaciés hely Ca®*-szenzitivitasat. Magasabb koffein-
koncentrdciénal (5-10 mM) a csatorndk Ca®* hidnydban is nyitnak permeabilitasi
tulajdonsagaikat megtartva, de médosult vezetési kinetikat mutatva (a nyitott allapot atlagos
ideje megnyuiilik) (Sitsapesan és Williams, 1990; Franzini-Armstrong és Protasi, 1997).

A fenolszarmazékok gitoljdk a Ca**-csatorna, valamint pumpa miikodését. Kivételt
képeznek a timol és a karvakol, amelyek aktivdljak a csatornat (Sarkozi és mtsai., 2007).

Irodalmi adatok alapjdn ismert tovabba, hogy a szintetikus fenolszarmazékok kozé tartozé 4-

23



II. Irodalmi attekintés

kloro-m-krezol (4-cmc) aktivédlja a ’H-rianodin kotését, és a *Ca’*-felszabaduldst HSR
vezikuldkon.

A ruténiumvoros RyR blokkoloként ismeretes (ICsp 20-t6l 100 nM-ig).
Cytoplasmaticus oldalon alkalmazva drasztikusan csokkenti a RyR nyitvatartasi
val6szinliségét, €s nagyobb koncentraciondl be is zarja, mig a lumindlis oldalon alkalmazva a
csatorna konduktancidjat csokkenti. A CICR miikodését teljesen ledllitja, hatdsa irreverzibilis
(Ma, 1993; Franzini-Armstrong és Protasi, 1997).

A nitrogén-monoxid (NO) is befolyasolhatja a RyR miikodését a csatorna szulfhidril
csoportjainak oxidaciéjan keresztil. A NO RyR-ra gyakorolt hatdsét illetéen az irodalmi
adatok ellentmonddsosak: a csatorna aktivacigjat és gatlasat egyarant leirtdk (Eu és mitsai.,

1999, 2000; Reid, 2001).
I1.4. A sarco-(endo)plasmaticus Ca**-ATPiz

A cytoplasmaticus Ca** gyors eltdvolitdsdért a sarco-(endo)plasmaticus ATP4z (en.
Sarco-(Endo)plasmatic Reticulum Ca** ATPase, SERCA) felelés, igy miikodése
meghatdrozza az izom relaxécigjat is. Jelenlétét gyakorlatilag minden sejtféleségben
kimutattak.

A 110 kDa mdlsulyd transzmembran fehérje dontéen az SR longitudindlis szakaszan
helyezkedik el, és 1ényegében az SR membranfehérjék mintegy 90%-at teszi ki (MacLennan,
1997). A plasmamembrin Ca’*-ATPiz (PMCA)-hoz hasonléan a SERCA is aktiv pumpa (P-
tipusi ATP4z), amelynek hajtéereje az ATP energidja. Egy ATP hidrolizise két Ca’*
transzlokaciéjat eredményezi.

A SERCA a szervezetben tobb izoformdaban fordul eld, ezeket harom ismert gén kédolja.
A SERCAI gén terméke a gyors tipusud vazizomrostokra jellemzd izoforma. Két altipusa
létezik: a SERCAla és a SERCAI1b. Utébbi az ujsziilott szervezet gyors rostjaiban van
tilnyomoérészt jelen. A fejlodés sordn fokozatosan felvéltja a SERCA1a. Feln6ttkorban mar ez
a domindns forma (izotipus-valtas).

A SERCA2 izoformédnak is két varidnsa van. A SERCA2a a domindns vdltozat a
szivizomsejtekben, valamint a lassu tipust vazizomrostokban; emellett nagy mennyiségben
expresszalédik a neonatélis gyors tipusti izomrostokban is, de felnéttkorban itt alig mutathat6
ki. A SERCA2b gyakorlatilag minden sejtféleségben kimutathatd, jelentés mennyiségben a
simaizmokban expresszalodik.

A SERCA3 génnek tobb terméke is ismeretes. Ezek a szervezetben széles korben,

elsésorban nem-izom sejtekben fellelhetd izoformak (Lytton és mtsai., 1992; Loukianov és
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mtsai., 1998; Wuytack és mtsai., 2002).

A SERCA miikodésének megismerését nagyban segiti, hogy rendelkezésre dallnak
farmakoldgiai 4gensek, amelyek gdtoljdk milkodését. Inhibitora a tumor-promoter
tapszigargin (TG), amely nagy specificitdssal és nagy affinitdssal irreverzibilisen kotodik az
enzimhez (Thastrup és mtsai., 1990). Szintén specifikus blokkol6ja a ciklopiazonsav (CPA),
mely az Aspergillus fajok dltal termelt egyik mikotoxin, hatdsa reverzibilis €s affinitdsa kisebb
a tapszigarginéndl. A kutatisban hasznalatosak még egyéb, kevésbé specifikus blokkolok is,
mint a 4-aminopiridin (4-AP), a fluorid, a TBQ (2,5-di(tert-butil)-1,4-benzohidrokinon) (Inesi
és Sagara, 1994), a vanadat, és a CrATP (Stokes és mtsai., 1998).

I1.5. Az excitacios-kontrakcios kapcsolat jellegzetességei

Viézizomban exciticids-kontrakcids, elektro-mechanikai vagy elektro-kontrakcids
kapcsolds (angol nevén alapul6 éltalanosan haszndlt roviditése: ECC, Excitation-Contraction
Coupling, amelyet el0szor 1952-ben Sandow hasznalt) alatt a sarcolemman érkezé elektromos
jel (akcids potencidl, AP) kontrakcids vdlasszd torténd dtalakitasat értjiik. A két folyamat

kozott a kapcsolatot az [Ca2+] ; ciklikus emelkedése, a Ca2+i—tranziens hozza 1étre (5. dbra).
p
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A kapcsoldsi mechanizmus fesziiltségérzékeldje a T-tubulusok membranjdban nagy
szdmban taldlhaté L-tipusi Ca®*-csatorna (a DHP-receptor) oj-alegysége (Rios és Brum,
1987), mely megnyildsaval egyrészt kozvetleniil hozzdjarul a Ca**-tranziens létrehozdsahoz,
masrészt a RyR aktivaléddsahoz nélkiilozhetetlen trigger Ca®*-ot a sarcoplasmaba vezeti. A
folyamat végeredménye mindkét hardntcsikolt-izomtipus esetében az intracelluldris [Ca®*]
megemelkedése, €s a kontraktilis rendszer Ca2+—ﬁ'1gg6 aktivalodasa.

A kifejlett vzizmon az extracelluldris Ca®* belépése a kontrakci6 létrehozdsaban nem
jatszik szerepet, a Ca”* intracelluldris tdrol6helyekrdl szabadul fel, majd a kontrakci6 utdn az
erdteljes pumpamechanizmus révén ide is keriil vissza (Rios és Pizzaro, 1988; Melzer és
mtsai., 1995). Az ECC kulcslépése a kalciumraktarként miikodé termindlis ciszterndkon
taldlhat6 RyR-ok aktivacidja (Franzini-Armstrong, 1970), hiszen a [Ca2+]i kontrakciéhoz
szilkséges emelkedését dontSrészt az SR raktirakb6l kidramlé Ca** hozza létre. A
myoplasmaticus térben megjelend kalciumionok kotddnek a troponin molekula C-
alegységéhez, és ezdltal aktivédljdk a kontraktilis rendszert. Az aktin és miozin kodlcsonhatésa,
a vékony és vastag filamentumok egymds melletti elcsiiszdsa hozza létre az izom
0sszehizodasat, valamint az erdkifejtést. Amikor az izomrost membranja repolarizdlédik, az
SR kalciumcsatorndi bezérédnak, és a SERCA pumpa a Ca’*-t visszajuttatja az SR belsejébe.
A [Ca®™); csokkenése a Ca®* Tn-C-rl torténd levéldsat, és igy az izom elernyedését
eredményezi.

Az elmuilt évtizedekben az ECC két specidlis teriilete keriilt az érdeklodés
kozéppontjdba. Az egyik kutatdsi irdny az aktin és a miozin kolcsonhatdsdnak leirdsat, mig a
masik az SR-bdl torténd kalciumfelszabadulds mechanizmusdnak megértését tiizte ki célul. Az
utébbi probléma érdekességét egyrészt annak a bioldgiai szabdlyozasdban betdltott szerepe,
masrészt az a kiillonlegesség adja, hogy a szabdlyozott folyamat — a kalciumfelszabadulas —, és

a szabdlyozé jel — a depolarizacié — két kiilonbozé membranban kovetkezik be.
I1.5.1. A kalciumfelszabadulds szabdlyozdsdnak strukturdlis alapjai

A kiilonleges strukturalis elrendez6dés miatt a kalciumfelszabadulds tanulmanyozdsaban
az els6 eredményeket morfolégiai megfigyelések szolgéltattdk. Vazizomban a jSR-ben
taldlhaté6 RyR-ok és a T-tubulus membranjdban elhelyezked6 DHPR-ok alkotjdk a triddot
(lasd 2./b, illetve 6./a dbrdk), amit eldszor Block és mtsai. 1988-ban irtak le. Megmutattak,
hogy a RyR-ok a jSR membranjaban két sorban helyezkednek el (kozéptdl-kdzépig mintegy
26-32 nm tavolsagra egymastodl) (6/b, e dbra). Elektronmikroszképos felvételek igazoltak,
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hogy a T-tubulusok és az SR termindlis ciszterndjanak membrdnjait a triddok szintjén
elektrondenz struktirdk, angol szakkifejezéssel feet-structures (,ldbak”), kotik Ossze
(Franzini-Armstrong, 1970; Franzini-Armstrong €s Nunzi, 1983). Fény deriilt arra, hogy a
»ldbak” az SR termindlis ciszterndjdnak membrdnjaban elhelyezkedd fehérjéknek a
cytoplasmaticus térbe nyul6 részei (Kawamoto és mtsai., 1986, 1988) (6./b dbra). Morfoldgiai
vizsgédlatok tisztdztdk azt is, hogy a ,ldbak”-kal szemben a T-tubulusok membranjdban is
fehérje komplexek, negyedleges szimmetridt mutatd elrendezédésiik miatt tetradoknak
nevezett struktirdk taldlhatok (Osame és mtsai., 1981; Franzini-Armstrong és Nunzi, 1983)
(6./e dbra). A tetrddok elektronmikroszkdpos vizsgélata alapjan bebizonyosodott, hogy ezeket

valgjdban a T-tubulusok membranjdban taldlhat6 DHP-receptorok alkotjdk (Franzini-

Calsequestrin ... Triadif
— — *Junctin
T

?h ﬁ?g: %

Armstrong €s mtsai., 1991).
6. dbra. A triad szerkezete harantcsikolt vazizomrostokban (Protasi, 2002 nyoméan)
(a) A tridd szerkezete elektronmikroszképos felvételen hal tszéhdlyag izmabél. J6l lathaté a RyR-ok
,lab” régidja és a calsequestrin (Csq); (b) A triad 3-D rekonstrukciéja, melyen ldthaték a RyR, DHPR,
calsequestrin, triadin, junctin, SERCA; (€) Vizizomban négy DHPR alkot egy tetrddot, és minden

mésodik RyR-hez kapcsolédik egy tetrdd; (d) Az SR membrdnjdban a RyR-ok fiiggdlegesen
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helyezkednek el; (€) A RyR-ok (kék) és a DHPR-ok (lila) sematikus elrendezddése; minden masodik
RyR-hez parosul egy DHPR.

I1.5.1.1. A kalciumfelszabaditdé egység és a ,,couplon”

A szakirodalomban igen elterjedt fogalom az un. kalciumfelszabadit6 egység (en.
Calcium Release Unit, CRU) (6./a dbra), amely két kiilondllo, jol strukturdlt
membréanrendszer (a kiilsO membrdan — sarcolemma — és/vagy a T-tubulus, illetve a belso
membran — SR -) taldlkozadsanal jon létre. Vazizomban a CRU-t tobbnyire a triddok képezik.

Egy maésik altaldnosan haszndlt fogalom a ,,couplon” (Rios és Stern, 1997), amelyet a
RyR, DHPR és a tobbi junkciondlis fehérje alkot. Egy tridd két, egymastdl fiiggetleniil
mikodé (a T-tubulus két oldaldn) ,,couplon”-t tartalmaz. Példaként, az &altalunk hasznalt
patkany EDC izomban (gyors izom) a ,,couplon” 38 ,.feet structures”, avagy ,,lab”’-bol tevddik

0ssze, mig a soleus (lassu izom) esetén 24-bdol.
I11.5.2. A kalciumfelszabadulds elemi jelenségei

Az excitdcids-kontrakcidés kapcsolat tanulmanyozdasdban nagy 4ttorést jelentett a
konfokalis mikroszkép bevezetése, amely egy viszonylag kis térben (0,4x0,4x0,8 pm®) képes
a fluoreszcencia valtozdsait kovetni. Ily moédon adddott lehetéség az elemi
kalciumfelszabaduldsi események (en. Elementary Calcium Release Events, ECRE) (Niggli,
1999; Niggli és Shirokova, 2007; Cheng és Lederer, 2008) felderitésére, amelyek a RyR-ok
spontdn megnyildsa révén jonnek létre, és az egész sejtre kiterjedd, tranziens [Ca®'];-
megemelkedés alapjat képezik. Terjedelmi okok miatt itt csupdn a RyR1-en keresztiil

1étrejovo elemi eseményekrdl kivanok beszdmolni.
I1.5.2.1. Kialakuléds és el6fordulés

Korabbi megfigyelések alapjan emlésok esetén az ECRE-nek két formdja ismert. Egy
nagyobb amplitidéval jellemezhetd, rovid ideg tarté esemény a spark, valamint egy hosszabb
ideig tartd, kisebb amplitiddjui esemény az ember (7. dbra).

A sparkokat eloszor kamrai szivizomsejteken konfokalis fluoreszcens mikroszképos
technikdval detektaltdk (Cheng és mtsai., 1993), majd 1995-ben béka harantcsikolt vdzizmon
is kimutattdk jelenlétiiket (Tsugorka és mtsai., 1995; Klein és mtsai., 1996).

Egészséges intakt rostokon végzett kisérletek soran kideriilt, hogy kétéltliek vazizmaban
a spontdn kialakult sparkok viszonylag nagy szamban figyelhetok meg (Klein és mtsai.,
1996). Ezzel szemben felnétt emlds izomrostok esetén az ECRE-k joval ritkdbbnak

bizonyulnak, és mas morfoldgiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek (Shirokova és mtsai., 1998).
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Kiilonbozé moddszerek keriiltek ezért kidolgozasra a sparkok frekvencidjanak novelése
érdekében. Ilyen példdul az extracelluldris [Ca®*] novelése, illetve [Mg>*] csokkentése, a
kémiai vagy mechanikai nyuzds (Kirsch €s mtsai., 2001), az ozmotikus shock alkalmazasa
(Weisleder és mtsai., 2006), vagy a f6 intracellularis anion (glutamat) cseréje (szulfatra)
(Zhou ¢és mtsai., 2003). Bizonyos izombetegségek esetén, példaul izomdystrophyéban,
médosult Ca**-homeosztazisrél szdmol be az irodalom, amely jelentdsen megnétt spark
frekvenciat von maga utan, f6leg mechanikai stressz alkalmazasét kovetden.

Azon megfigyelés alapjdn, hogy az emlOs izomrostokat megfosztva felszini és T-
tubuldris membranjuktol, e preparditumok rendre sparkokat produkdlnak feltételezhetd, hogy
fiziologids koriilmények kozott a T-tubulus és SR membran kozti szerkezeti kapcsolat
eredményezi a sparkok kialakuldsdnak gatldsat (Kirsch és mtsai., 2001; Zhou és mtsai., 2003).
Ezen allitast er0siti az a megfigyelés is, miszerint vazizomtenyészetekben a sparkok a T-
tubulustél megfosztott teriiletekre korlatozédnak (Zhou és mtsai., 2006). A kiils6 sejtmembran
eltavolitdsdban a szaponin nevl detergens sikeresnek bizonyult, igy ezeken a rostokon az
elemi jelenségek detektdldsa rutinfeladattd valt (Szentesi és mtsai., 2004). Bar ezek
gyakorisdga még mindig tul alacsony volt, ezért a bemutatisra keriild méréseink egy részét
szulfation jelenlétében végeztilkk, melynek eredményeképpen a frekvencia érezheten
novekedett anélkiil, hogy az elemi események jellemz6 tulajdonsagai valtoztak volna (Zhou és
mtsai., 2003).

A sparkok kialakuldsaért embriondlis vdazizomban a RyR1 és RyR3 altipusok feleldsek.
A feln6tt emldsok elveszitik a 3-as tipusu rianodinreceptoraikat, és azt a képességiiket is, hogy
sparkokat produkdljanak. Feln6tt korban mér csak a diaphragma tartalmaz RyR3-at. Friss
kutatdsi eredmények szerint exogén RyR3-at expresszdlé izomrostokban depolarizicié
hatdsara ismét szamos spark detektdlhatd, mig a RyR1 overexpresszidja esetén ez nem
figyelhetd meg (Pouvreau és mtsai., 2007). Az irodalomban jelenleg tobb elképzelés is 1étezik
a sparkok kialakuldsanak magyardzatara (lasd 7. dbra).

A sparkok kialakuldsa mellett azt a mai napig megvélaszolatlan kérdést is élénk
érdeklddés Ovezi, hogy vdzizomban mi eredményezi a Ca**-felszabadulds megsziinését. Mig
szivizomban bizonyitott, hogy a Ca®*-felszabadulds lecsengése a Ca’*-raktdrak Kiiiriilése
révén jon létre, hardntcsikolt izmok esetén ez a mechanizmus ismeretlen. Rios és mitsai.
(2006) kisérleteikben a calsequestrinnek és a hozzd asszocidlt fehérjéknek tulajdonitottak
szerepet a Ca**-felszabaduldsban.

Egy spark kialakitdsaban résztvevd csatorndk szamat a spark atlagos amplitiddjabol (A)

és az FWHM értékébdl lehet kiszamolni az alabbi egyenldség alapjan:
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SM(t)=1,206" A(t) FWHM(t)’ (1)
ahol SM(t) a signal mass fiiggvény (Chandler és mtsai., 2003).

Ezzel az egyenlettel szamolva munkacsoportunk azt az eredményt kapta, hogy egy spark
1étrejottéhez az emberhez képest tizszer tobb csatorna megnyildsara van sziikség. Vagyis ha az
emberok egyetlen egy csatorna megnyildsat reprezentdljak, akkor a sparkok létrejottéhez
legaldbb tiz csatorna egyidejli megnyildsa sziikséges. Mdsrészt, ha az emberok tobb szinkron
miikodé csatorna mikodése révén jonnének létre, akkor a sparkok esetében ez a szam
konnyen elérheti a 100-at is (Stern és mtsai., 1997).
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|
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c-zart dllapot).
I1.5.2.2. Jellegzetes paraméterek

Mira tisztdzodott, hogy a spark a kapcsolt RyR-ok kapuzasi mechanizmusat kozvetiti,

és igy elsddleges informaciot nytjt a CRU viselkedésérdl, illetve maga az SR-bdl torténd Ca®
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effluxrél. Kovetkezésképpen, a spark morfolégidja értékes informéciét hordoz a CRU
kapuzdsat, illetve a Ca”* -fluxus fiziolégids kialakuldsat tekintve.

A sparkok jellegzetes, altalunk is vizsgalt paraméterei, az amplitidé (A), amely mint
A[Ca™] vagy normalizalt fluoreszcenciandvekedés (AF/F) jellemezhetd; az esemény idobeli
hossza; a maximadlis amplitidé feléhez tartozé idétartam (Full Time at Half Maximal
amplitude, FTHM); valamint a térbeli szélesség (Full Width at Half Maximal amplitude,
FWHM); tovabba a csucs eléréséhez sziikséges 1dO (rise time) és a fél-relaxécids id6 (7).
Egyszerii esetben (amikor nincsenek csatorna-tjramegnyildsok) a rise time az SR-bdl torténd
kalciumfelszabadulds iddtartamara enged kovetkeztetni, mig a ,,CaZJr signal mass” SM(t)
(részleteket l4sd fentebb) a felszabadult Ca** mennyiségére utal. A kezdeti kisérletekben azt
gondoltdk, hogy a Ca**-sparkok egyszerli események, de a késobbi eredmények ravildgitottak
arra, hogy a fent emlitett paraméterek véltozhatnak a prepardlds, a vizsgdlt RyR izoforma, a o
intracelluldris anion cseréje (dltaldban glutamdt cseréje szulfitra), illetve az SR/ER Ca®*-
tartalménak fiiggvényében. Szamos tanulmany az ECRE-k moédosult paramétereirdl szamol be
kiillonbozd izombetegségek esetén, illetve a RyR farmakoldgiai modulétorai jelenlétében
(rianodin, FK506, imperatoxin, maurokalcin) (Shtifman és mtsai., 2000; Lukdcs és mtsai.,
2008).

I[1.5.2.3. Elemi események: kétélti vs emlds esetén

Jelenlegi ismereteink szerint a hardntcsikolt izmok felépitése és miikodése kiillonbozik
kétéltiiek, valamint emldsok esetében. Ez a kiillonbség egyrészt az SR morfoldgiai eltéréseivel
(Franzini-Armstrong és Peachey, 1981), mésrészt a kalciumfelszabaduldsban résztvevd RyR
szerkezetének kiilonbségeivel magyardzhat6. Emlds véazizomban tilnyoméan a RyR1
expresszalédik. Ellentétben a felndtt gyors izmokkal, ahol csakis kizar6lag RyR1 taldlhatd, a
foetalis, a diaphragma és egyes lassu izmok a RyR3-at szintén expresszdljdk (Tarroni és
mtsai., 1997). Az altalunk is tanulmanyozott béka vazizomban kétféle RyR izoforma fordul
eld: a RyR1 (mds néven a-izoforma) és RyR3 (B-izoforma), melyek jellegzetesen kettds
sorokban helyezkednek el (lasd 8./a dbra).

Az egyik kozvetlen kapcsolatban all egy a felszini membranban elhelyezked6 DHPR-ral
(mechanikai  kapcsolat), mig masik izoformdja attdl tdvolabb helyezkedik el
(parajunkciondlisan), és az intracelluldris tér kalciumkoncentricidjdnak kismértéki
megvaltozdsara nyilik meg (CICR révén) (Murayama és Ogawa, 2002). Emlds vazizomban ez

utobbi izoforma nem fordul eld (Flucher és mtsai., 1999) (8./b dbra).
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8. dbra. A RyR-ok eloszlasa béka és

patkany vazizomban (mdédositva Pouvreau

és mtsai., 2007 nyomdn)

(a) kétéltiek, madarak, halak és

emlésembrid esetén a tridd az I-csik kozepén
helyezkedik el. Minden masodik RyR1-hoz
(piros) egy DHPR tetrdd téarsul ( ) a

parajunkciondlisan elhelyezkedd nagy szamu

RyR3

(kék) avagy B-izoforma mellett; (b) emlsok

esetén két T-tubulus figyelhetd meg sarcomerdnként (az I-csik végénél) oly médon, hogy két szomszédos

sarcomer triddja fizikai kozelségben helyezkedik el

Az elvégzett kisérletek sordn fény deriilt arra, hogy mig béka izomrostok esetén csak
sparkok, addig patkdny izomrostokban sparkok (mintegy 2/3-a az eseményeknek) és emberdk
is eléfordultak. Ez utébbiak vagy maganyosan, vagy a sparkok elott, illetve utdn kovetkeztek
be. Glutamatban mért ECRE-ket 6sszehasonlitva kideriilt, hogy az emlds sparkok hosszabbak
és valamivel szélesebbek a békdn mért eseményekhez képest. Ugyanakkor a szulfitban
elvégzett mérések alapjan eltérés mutatkozott a sparkok jellemzd paramétereiben is a két faj
esetében. Az események amplitiddja a békdk esetében volt nagyobb, mig a tobbi vizsgalt
paraméter a patkdny rostokon mutatott magasabb értékeket, tehit az eloszlasi hisztogramokon
a gorbék jobbra tolddnak. Ezek a megfigyelések valdszinlileg abbdl adédnak, hogy emldsokon
kisebb amplitidéja, viszont hosszabb ideig tarté elemi események, és igy RyR megnyildsok
figyelhetok meg (9. dbra). Az emldés izmokon tapasztalhatdé események nemcsak
megjelenésiikben kiilonboznek a kétéltli izmokon taldlhaté eseményektdl, ugy tlinik egyes
szerek is pl.: koffein, eltéréen hatnak rdjuk, ami befolydsolja az ECC mikodését, és a

kétéltliekben lejatszodo kalcium sparkokat (Gonzélez és mtsai., 2000).
I11.5.3. A kalciumfelszabadulds mechanizmusa

Annak ellenére, hogy mind a DHP-receptor, mind az SR kalciumcsatorndjanak
aminosav Osszetétele és relativ elrendezodésiik ismert, a ké molekula kozott
informécidatvitel pontos részletei a mai napig nem tisztdzottak. Még az 1970-es évek elején
felvetédott annak lehetésége, hogy az EC térbél belépd Ca®* indukédljdk az SR
kalciumcsatorndinak megnyildsit (Endo és mtsai., 1970). Ezt késébb két fliggetlen
megfigyelés is aldtdmasztani latszott. A T-tubulusokban taldlhat6 DHPR mds szovetekben
mint kalciumcsatorna funkciondl (Beam, 1984). Az izolalt RyR-r6l pedig bebizonyosodott,

hogy a [Ca**] megemelkedése a csatorna megnyildsdt eredményezi (Meissner és mtsai.,
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1986). Bér napjainkra 4ltaldnosan elfogadhaténak tekinthetd, hogy ezek a 1épések feleldsek a
szivizomsejtek [Ca®*]; depolarizcidval eléidézett megemelkedéséért, hardntesikolt izmokban

mas mechanizmus jelenlétét kell feltételezniink.
I1.5.3.1. Mechanikai csatolds

A membranon beliili toltésmozgds lefrdsaval egy iddben felvetddott egy mechanikai
kolcsonhatdson alapulé modell (Schneider és Chandler, 1973). Ennek 1étjogosultsdgat azok az
irodalmi adatok szolgdltattidk, melyek szerint a hardntcsikolt izmok kalcium belépés nélkiil
képesek 0sszehuzdodni (Armstrong és mtsai., 1972). Az EC térbdl belépd Ca-ionok lehetséges
szabdlyoz6 funkciéjat a kalciumdram lassu kinetikdja is kérdésessé tette. Vazizmokon a
fesziiltségvezérelt kalciumcsatorndk — DHPR-ok — megnyildsa ugyanis nem elég gyors ahhoz,
hogy elSidézhesse a Ca**-nok néhany ezredmasodperc alatt bekovetkezd felszabaduldsat
(Sanchez és Stefani, 1983). A mechanikai modell strukturdlis alapjat a DHPR oy-
alegységének sziv- és vazizom eredetli darabjaibdl készitett kimérdkkal végzett mérések

teremtették meg.
II1.5.3.2. Kalcium-indukalt kalciumfelszabadulas

Vézizom esetén a DHPR az izom akcids potencidljdhoz képest hosszu aktivacids
id6éallanddja miatt nem nyilik meg, tehiat nem miikodik funkciondlis csatornaként, de
kozvetlen alloszterikus viszonyban dll az SR-ben vele szemben elhelyezkedd RyR-ok egy
részével. A DHPR a sarcolemma depolariziciéjakor olyan konformdaciévaltozast szenved,
amely a depolarizdcié 4altal képviselt jelet az SR rianodinreceptoraira kozvetiti, és azok
megnyildsit okozza. A RyR-okon keresztiil felszabadulé Ca®* aktivdlja a kornyezé, DHPR
altal kozvetleniil nem vezérelt RyR-okat is. Ez utdbbi folyamatot kalcium-indukalt
kalciumfelszabaduldsnak nevezik (en. Calcium Induced Calcium Release, CICR, melyet mar
kordbban leirtak: 14sd Endo és mtsai., 1970; Ford és Podolsky, 1970; Fabiato és Fabiato,
1975).

A konfokélis mikroszkdp segitségével rogzitett sparkok aldtdmasztani latszanak a CICR
elméletét. Vazizomban a sparkok a CICR megnyilvanuldsainak tekinthetk, kiindulva abbdl,
hogy hasonléak a szivizomban megfigyelt sparkokhoz, ahol a f6 aktivdlé mechanizmus a
CICR, amely tovabb noveli az [Ca2+]i—t (Klein és mtsai., 1996). Masik jel, ami aldtdmasztja
azt, hogy a CICR a sparkok alapjaul szolgdl, az a gyors kinetikdjuk, ahol a
kalciumfelszabadulds kezddcsicsa megegyezik a CICR kezddcsucsaval (Baylor és mitsai.,
1983; Melzer és mtsai., 1984). Felvetddik a kérdés, hogy a fesziiltségfiiggd csatorndknak van-

e szerepe a sparkok létrejottében a CICR—en kiviil is, tisztdzatlan maradt. Ennek érdekében
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morfoldgiailag 0sszehasonlitottdk a kontroll koriilmények kozott rogzitett sparkokat azokkal,

amelyeket a CICR maximalizaldsa sordn (koffein, vagy alacsony [Mg**] jelenlétében), illetve

a CICR gétlasa sordn (magas [Mg2+]i) regisztréltak.
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9. dbra. Az  elemi
események tipusai béka
(A), illetve patkany (B)

vazizomrostokon
(médositva Csernoch,

2007 nyomén)

A (a) tizennyolc nagy
amplitidéjd, hasonld tér-
és id6beli paraméterekkel
rendelkezd spark

atlagoldsa utdn megrajzolt
spark 3D valamint (b)
2D 4brizoldsa; (€) Az
atlagolt spark idébeliségét
abrazolé gorbe; a gorbe
felszallo (iddallandé 9 s),

illetve leszallé (idéallandd

15 ms) szarara
exponencidlis  fliggvény
lett illesztve; (d) Az

atlagolt spark térbeliségét

abrazolé gorbe, Gauss-
fliggvény illesztését
kovetden (FWHM=2,1
pm);

B (a) harminc spark
atlagolasa utdn megrajzolt
spark 2D 4brazolasa; (b)
Az

atlagolt spark

idébeliségét dbrazolé gorbe; a gorbe felszalld (idédllandé 8 ms), illetve leszallé (id6alland6 11 ms) szardra

exponencilis fiiggvény lett illesztve; (€) Az atlagolt spark térbeliségét dbrazolé gorbe (FWHM=2,3 um);

(d-f) Az ember jellemzé paraméterei: (d) Egy ember 2D dbrdzoldsa, melyen jél ldthat6 az (a)-hoz képest

hosszabb iddskala; (e) és (f) az ember idébeli és térbeli dbrazolasa (FWHM=1,6 pum).
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A Kkiilsé sejtmembranjatél megfosztott vazizomrostban a koffein eldsegiti a CICR-t.
Ismeretes, hogy a magnézium a release-csatorndk klasszikus gatloszere, hiszen nagy
affinitassal kotddik a csatorna kalciumkotohelyeihez. Fiziologids koncentracidja kozel 1 mM,
depolarizilt sejt esetében a sparkok spontan 1étrejottéhez ennek az értéknek 0,5 mM alatt kell
lennie (Lacampagne és mtsai., 1998). Béka vazizomban a spontdn kialakul6é sparkok e
mechanizmus révén jonnek létre, frekvencidjuk jelentésen megnd cytoplasmaticus Ca®* vagy
koffein jelenlétében (Klein és mtsai., 1996), illetve csokkentett cytoplasmaticus Mg2+ hatadséra
(Lacampagne és mtsai., 1998). A spontdn kialakulé sparkok hidnya emlds véizizomban
aldtdmasztani latszik azt, hogy a CICR kisebb jelentdséggel bir emlésokben (Shirokova és

mtsai., 1998).
I1.5.3.3. A kalciumfelszabadulds befejez6dése

Fabiato és mtsai. bevezették, majd Stern és mtsai. (1992) tovédbbfejlesztették azt az
elképzelést, mely szerint 1éteznie kell egy erételjes kalciumfiiggd inaktivaléddsnak (en.
Calcium Dependent Inactivation, CDI) a jeldtvitel sordn; més széval, a CICR és a CDI a
sziikséges ,,Ying és Yang” a Ca2+—jelétvitelben. Ezen feliil 1étezik egy harmadik mechanizmus
(amit leginkdbb szivizomban irtak le), az Gn. en. Intra-Store Ca?*-Control (ISCC), mely sordn
a szivizomsejtek a csatorndk bezdréddsdval igyekeznek megtartani az SR Ca’*-tartalmdt,

amikor a [Ca2+]SR szintje eléri a kiiszobértéket a deplécid soran.
I1.6. A kroénikus szivelégtelenség és a vazizomgyengeség kapcsolata

A kroénikus szivelégtelenség (en. Chronic Heart Failure, CHF), olyan pathophysiologiai
allapot, amikor a kéros szivmiikodés miatt a sziv pumpafunkciéja nem elégiti ki a szervezet
metabolikus sziikségleteit. A kialakulé6 CHF haétterében leggyakrabban a besziikiilt korondridk
miatti myocardiumhipoxia, és a kovetkezményes bal kamrai kontrakcids erd csokkenése 4ll; a
novekvd végdiasztolés rezidudlis vérmennyiség miatt a kitdgult és meggyengiilt bal kamra

képtelen tovabbitani a véndas telodés sordn odajutott vérmennyiséget.

A szivelégtelenségben észlelt korai kompenzéicidés vialasz f0 tényezdje a
neurohormonalis rendszer vazokonstriktor mechanizmusainak aktivacidja (renin-angiotenzin
I, noradrenalin, vazopresszin, endothelin), ami mind a periférids érrendszer, mind a
szivizomzat sejtjeinek atépiiléséhez vezet. Stulyos CHF betegeknél a vazizom tipusa és
enzimprofilja is megvéltozik. Megfigyelhetd az izomrostmegoszlds valtozdsa (glikolitikus
rostok az oxidativak rovdsara), valamint a mitokondriumok szdmdnak csokkenése, melyek

kisebbek lesznek, és a crisztdik felszine csokken, aminek kovetkezménye a csokkent
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metabolikus hatékonysdg. Ezzel szemben a foszfokreatin-készlet feltdltése (ami nem fiigg az
izomtomegtdl) CHF-ben lassi a munkavégzést kovetden, vagyis a vazizmok intrinsic
modosuldsardl lehet sz6. A szivelégtelenségben szenvedd betegek terhelhetOségiik
csokkenésérdl, izomgyengeségrdl, faradékonysdgrol és légszomjrol szdmolnak be, de a
tiinetek sulyossdga nincs Osszefiiggésben a perctérfogat-csokkenés mértékével. A csokkent
terhelhetdéség valdsziniileg kronikus hatdsokra bekovetkezd masodlagos anyagcsere-,
génexpresszids, morfoldgiai és funkciondlis véiltozasok eredménye, melyek tobbek kozott az
SR Ca’**-haztartdsdnak zavardt okozzak. A RyR krénikus szivelégtelenségben a fiziol6gids
fliggését leiré haranggorbe az FKBP12.6 deplécidja miatt extrém mddon kiszélesedik, ezért az
SR diasztoléban is csurog. A hiperfoszforildlt, FKBP12-mentes RyR1 az SR nyugalmi Ca**-
csurgdsat (,,leak™), azaz deplécidjat okozza, és csokkenti a depolarizicié altal indukélt Ca®*-

felszabadulds (DICR) hatasfokat.

Az elégtelen szivmiikodés — és a legjellemzobb tiineteként jelentkezd vazizomgyengeség
és faradékonysdg — hatterében &all6 okokként a legtobb vizsgélat szamos morfoldgiai és
metabolikus elvéltozast jelol meg. LegkézenfekvObb magyardzatuk az lenne, hogy a csokkend
perctérfogat miatt csokken a vazizom perfizidja, és csokken az egységnyi munkdra jutd
oxigén- és tdpanyagmennyiség. Emiatt csokken a mitokondriumok oxidativ kapacitdsa, ami az
aerob anyagcsere romldsdhoz vezet. Ez azt jelentené, hogy a kronikus szivelégtelenségben
szenvedd betegek ATP-termelése lassabb, mint az egészségeseké, és a vérplazma laktat-
koncentracidja fizikai munkavégzés sordn gyorsabban nd, és magasabb csucsértéket ér el (a
plazma laktatszintje Osszefiiggésbe hozhat6 a féaradassal). A tiinetek részben talan az
anyagcsere-valtozasoknak koszonhetéek, de az okok listdja még biztosan nem teljes, mivel a
fenti eredmények kiilon-kiilon és egylitt sem szolgdlnak kielégitd magyarédzattal a periférids
izomzat gyengeségének silyossigat illetéen. Az izomgyengeség mértéke ugyanis fiiggetlen a
kardidlis diszfunkcié sulyossdgatdl, és az izom perfizidjanak lokdlis novelése, vagy a
rendszeresen végzett konnyl torna a tiineteket csak részben enyhitik. Az ellentmonddsok
miatt a szakirodalom az utébbi idében az SR transzportmechanizmusainak mésodlagos
karosodasat feltételezi (Szigeti €s mtsai., 2007; Almdassy €s mtsai., 2008), aminek legaldbb

harom lehetséges oka képzelhet6 el:

a DHPR-RyR szigndltranszdukcié hatasfokdnak csokkenése miatt az elektro-

mechanikai kapcsolat mitkodése médosul;
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a RyR permeabilitdsa és/vagy Ca’*-érzékenysége valtozik meg

posztinfarktusosallapotban;

az SR Ca”*-tartalmédnak csdkkenése miatt csokken a Ca2+—gradiens.

I1.7. TPEN

Az N,N,N’N’- tetrakis (2-piridilmetil) etiléndiamin (TPEN)-t el0szér Anderegg és
Wenk (1967) emlitette a kémiai irodalomban, mig membranpermedbilis nehézfémkelatorként

az elsd bioldgiai rendszeren végzett kisérletek Arslan és mtsai. (1985) nevéhez flizOdnek.

A TPEN nagy affinitdst mutat olyan nehézfémek irant, mint a Mn?>*, Fe**, Zn**
valamint alacsony affinitdssal rendelkezik az intracellularis Ca**-homeosztazis vizsgélatdban
igen jelents szerepet jatsz6 ionok szdmdra, mint a Mg®*, illetve maga a Ca®* (a disszocidciés
dllandék [Kg] rendre 107%%, 10*°, 107>, 10", valamint 10** M, Arslan és mtsai., 1985
alapjan). A tény, hogy a TPEN egy toltés nélkiili membranpermedbilis puffer, lehetoséget ad
az intracelluldris tér nehézfémijeinek, illetve az intralumindlis Ca®* gyors és reverzibilis

megkotésére anélkiil, hogy befolydsolnd a cytosolicus szabad Ca**-koncentraciot.

Az elso kisérletekben a TPEN-t fura-2 (Snitsarev és mtsai., 1996), valamint quin-2
(Arslan és mtsai., 1985) fluoreszcens festékkel torténd Ca®*-mérésekben hasznaltdk a
technikai problémdk megértése, valamint kikiiszobolése végett, amelyek a fluoreszcens
festékek nehézfémekhez valé kotddése miatt jelentkeztek, és ez altal tdlbecsiilték a szabad

[Ca™];.

Tovabb bonyolitja a helyzetet a széles koncentriciétartomédny, amelyben a szer
hatdsosnak bizonyult. Példaként, 10 uM-os koncentraciéban a TPEN teljesen megkoti az
endogén nehézfémeket (Carropo €s mtsai., 2003), 25 uM és 2 mM kozott csokkenti az SR
Ca’*-tartalmat (Liu és Ambudkar, 2001), mig szivizmon alacsony koncentracidban

alkalmazva (20 uM) a TPEN Ca**-hulldmokat eredményezett (Jung és mtsai., 2007).

Annak ellenére, hogy a TPEN-t szdmos publikdciéban hasznaltdk az intracelluldris
raktdrak Ca’*-tartalmdnak csokkentésére (Liu és Ambudkar, 2001; Powis és Zerbes, 2002;
Caroppo €és mtsai., 2003) az eredmények pontos és helyes értékeléséhez elengedhetetlen a
Ca**-homeosztdzisban résztvevd & molekuldkat érintd direkt, illetve indirekt kolcsOnhatasok

megismerése.
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III. Célkitiizések

Ph.D. munkdm keretében vizsgdlni kivantam az elektro-mechanikai kapcsolat egyes
1épéseit  kiillonbozé intralumindlis  kalciumkoncentracidk esetén, illetve az elemi
kalciumfelszabaduldsi események kinetikdja és az SR kalciumcsatorna kozotti 6sszefiiggést.
Tekintettel arra, hogy az SR kalciumtartalmanak egészséges, valamint patologids vdzizomban
egyarant fontos szerepe van a kalciumfelszabadulds szabdlyozasdban, kisérleteinkben e

mechanizmus részleteit kivantuk pontosabban megismerni.

A felvetett kérdés két irdnybol kozelithetd meg: az SR kalciumtartalmanak novelésével
vagy csokkentésével. Jelen munkdban az utdbbi esetet tanulmanyoztuk, amely cél
megvaldsitdséhoz egy membranpermedbilis, alacsony kalciumaffinitdssal rendelkezd
nehézfém (Zn2+) kelatort, a N,N,N,N —tetrakis-(2-piridilmetil)-etiléndiamin (TPEN)-t
hasznaltuk, tekintettel arra, hogy az intralumindris [Ca2+]—t gyorsan csokkenti, és kimoshat6

SZEr.

Az SR kalciumtartalmdnak csokkentése természetes médon vezet a felszabaduld
kalcium mennyiségének valtozasdhoz, amely valtozds az elemi események szintjén jol
kovethetd. Igazolni kivantuk, hogy az intralumindris [Ca®*] viltozdsa modositja az elemi
események létrehozasaért felelds, egyidejliileg aktivdlodd csatorndk szdmét. R4 kivantunk
mutatni, hogy a RyR-ok kozotti intermolekularis kolcsonhatas, illetve az ezt befolydsold
intramolekuldaris fehérjék allnak a jelenség hatterében.

Két modellrendszert haszndlva szerettiik volna koriiljarni a témét:

1. egy immortalizdlt myoblast sejtvonalon, az egér eredeti C2CI12 sejteken végzett
fluoreszcens intracelluldris [Ca®*] mérések sordn, globélis Ca**-tranzienseket rogzitettiink
kiilonb6zé TPEN koncentracidk jelenlétében.

2. enzimatikusan (patkdny), illetve mechanikusan (béka) izolalt, szaponinnal permeabilizalt
harantcsikolt izomrostokon az elemi kalciumfelszabaduldsi események paramétereinek
0sszehasonlité vizsgalatat végeztiik.

Krénikus szivelégtelenségben a legjellemzdbb tiinetekként  jelentkezd
vazizomgyengeség €s faradékonysag mellett az elektro-mechanikai kapcsolat és a vazizomrost
kalciumtranszport-mechanizmusainak molekuldris szintli sériilése feltételezhetd. Mivel
szamos irodalmi adat szdmol be moddosult elemi eseményekrdl patoldgias koriilmények

kozott, kutatdsaim masik részében egy posztmiokardidlis patkdny dllatmodellt alkalmazva, a
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rianodinreceptoron torténd elemi kalciumfelszabadulasi események 0sszehasonlité vizsgélatat
végeztem. Ehhez egészséges vazizomrostokrol rogzitett, fizioldgidsnak tekinthetd elemi
kalciumfelszabaduldsi események paramétereit a miokardidlis infarktuson 4tesett patkdnyok

vazizomrostjain rogzitett eseményekkel hasonlitottam Ossze.
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IV. Anyagok és médszerek
IV.1. Sejtek és sejttenyésztés

IV.1.1. C2C12 egér vdzizom sejtvonal tenyésztése

A C2C12 sejtek Yaffe és mtsai. munkdjdnak eredményeként 1977 6ta dllnak a kutatok
rendelkezésére (Yaffe és Saxel, 1977). Ezek a sejtek felndtt C3H egértorzs ldbanak
haréantcsikolt izomzatdbdl nyert immortalizalt myoblastok. Mivel gyorsan differencialédnak
nagy, kontraktilis myotubulusokkd, melyek jellegzetes izomfehérjéket termelnek, ezért
kivaléan alkalmasak a sejtnovekedés és —differencidlodas vizsgélatara. Vizsgélatainkban az
intracelluldris Ca®*-szint valtozdsait, és az annak hatterében rejlé sejtfelszini receptorok és
ioncsatorndk miikodését igyekeztiink feltarni.

A C2C12 sejtvonalat (Cell Line Data Base, 2006) myoblast stddiumban -70 °C-on 15%
FCS>-t és 10% DMSO-t tartalmazé DMEM tenyészté médiumban tdroltuk. Felolvasztds utdn
a sejteket 75 cm’-es szovettenyésztd edényekbe osztottuk szét 1x10° sejt/ml siirtiségben, és
15%-0s FCS-t, valamint antibiotikumokat €s antimikotikumot (50 Ne/ml penicillint, 50 pg/ml
streptomicint €s 1,25 pg/ml Fungizone-t) tartalmaz6 DMEM tdpoldatban 5% CO,-tartalom
mellett, 37 °C-ra termosztalt kornyezetben tenyésztettiik Oket. A tenyészetek passzdldsa
60-70%-o0s konfluencia elérésénél, 2-3 naponta tortént. A kiilonb6z6 vizsgélatok igényeinek
megfelelden a sejtek differencidlédasat targylemezre, Petri-csészére kirakott tenyészetekben
indukaltuk oly médon, hogy a fentivel megegyez6 koriilmények kozott 5% FCS-t és 5% HS-t
(valamint a fenti antibiotikumokat és antifungdlis szert) tartalmaz6 DMEM tdpoldatra
cseréltik a tenyészt0 médiumukat. A vizsgédlatokat 5-9 napos tenyészeteken végeztiik,
tapasztalataink szerint ugyanis az adott tenyésztési koriilmények kozott — 2-3 naponkénti
tdpoldatcsere mellett —ilyen kord tenyészetekben jol elkiilonithetéek és vizsgdlhatdéak az
egymagvid myoblastok (2. nap), a 2-5 magvu fiatal primer myotubulusok (5. nap), a 6-10
magvu szekunder myotubulusok (7. nap), illetve a tobb mint 10 magvu érett myotubulusok
centrdlis elhelyezkedésii, valamint a fejlett izomrostok periféridra szoritott magokkal (9. nap)

(10. dbra).

2 A dolgozatban hasznilt vegyszerek és eszkozok forgalmazéinak neve és székhelye — a szoveg jobb
attekinthetésége érdekében — az Anyagok és mddszerek rész kiilon fejezetében, IV.5. A haszndlt vegyszerek és
eszkoz0k kereskedelmi forgalmazoi cim alatt van felsorolva.
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10. dbra. C2C12 egér myoblastok
A C2CI12 egér myoblastok (2. nap) sokmagvi myotubulusokkd/izomrostokkd (9. nap) torténd

differencidlédasanak morfoldgiai stddiumai.

IV.1.2. Egyedi vdzizomrostok prepardldsa

Meéréseinket gerincesek hardntcsikolt izmaibdl prepardlt egyedi rostokon végeztiik.
Felhaszndltuk kétéltliek (Rana esculenta) és emlésok (Wistar patkdny) vazizmait, tekintettel a
benniik eléfordulé eltérd rianodinreceptor izoformdkra. Békdk esetében a m. semitendinosus,

mig eml6soknél a m. extensor digitorum communis (EDC) izmokat hasznaltuk.

A patkanyokat éterrel elaltattuk, majd eltortik a nyakcsigolydjukat (a protokoll
megegyezik az Eurépai Kozosség irdnyelveivel és koveti az Intézményes Eurdpai Allatetikai
Bizottsdg altal megengedett protokollt). Ezt kovetden a mellsd 1dbakbdl eltavolitottuk az EDC
izmot, és enzimatikus tuton kiilonéllé rostokat izoldltunk. Ehhez az izmot 1mg/ml kollagenéz
enzimmel kezeltik (Sigma, I-tipus) 1—11/2 oran keresztiil, 37 °C-on. Az emésztéshez
kalciumot és magnéziumot nem tartalmazé fizioldgids sdoldatot hasznaltunk, amelyet hdvel
inaktivalt borjusavéval egészitettiink ki (Szentesi és mtsai., 2004). Az emésztés utdn a
kollagendzt eltavolitottuk, és az izoldlt rostokat tovabbi felhaszndldsig kalciumot és
magnéziumot fizioldgids koncentracidban tartalmazé oldatban, alacsony homérsékleten (6-
8 °C) téroltuk. Minden esetben a disszocidcié utén a rostok legaldbb 20 percig pihentek. A
kivélasztott izomrostot athelyeztiik a fiirdetd kddba, és 2-3 percig 0,002%-0s szaponint
tartalmazé relaxdlé oldattal (125 mM K-glutamat, 5 mM MgCl,, 0,13 mM CaCl,, 10 mM
HEPES, 1 mM EGTA, 5 mM Na,-ATP, 10 mM Na-foszfokreatin, 10 mM gliikk6z, 8%
dextran, pH=7,2) toltottiik fel. A sejtmembréan permeabilizidcidjdnak ellendrzése 50 uM fluo-3
hozzédaddsaval tortént. Kovetkezd 1épésben a relaxdlé oldatot kdlium-szulfat tartalmud belsd
oldattal (95 mM K,SOy, 5,5 mM MgCl,, 0,26 mM CaCl,, 5 mM Na,-ATP, 10 mM gliikéz, 10
mM HEPES, 1 mM EGTA, 8% dextran, 0,1 mM fluo-3, pH=7,2) cseréltiik le, amelyben

méréseinket végeztiik.
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Békdk esetén az dllatokat dekapitdltuk, majd a gerincveld roncsoldsat kovetden az
izomrostokat a m. semitendinosus-bol mechanikus uton, szteredémikroszkép alatt izoldltuk. Az
eltdvolitott izmot a mérOkdadba rogzitettilk, majd 0,004% szaponint tartalmazé, kalium-
glutamat alapu relaxal6 oldattal (140 mM K-glutamat, 5 mM MgCl,, 0,13 mM CaCl,, 10 mM
HEPES, 1 mM EGTA, 5 mM Na,-ATP, 10 mM Na-foszfokreatin, 10 mM gliikk6éz, 8%
dextran, 0,1 mM fluo-3, pH=7,0) 2-3 percig kezelve permeabilizdltuk a membréant. Mikor a
sejtmembrdn permeabilizdlédott, amit a festéknek a sejt intracelluldris térben torténd
megjelenése jelzett, glutamat-alapui oldattal mostuk a prepardtumot. Ezutidn az oldatot
lecseréltiik egy szintén kdlium-glutamét alapd belso oldatra, amelyben méréseinket végeztiik.
A méréseink egy részében az elemi események frekvencidjanak novelése érdekében a belsd

oldat csokkentett [Mg2+]—t (4 mM) tartalmazott.

IV.1.3. A postmyocardialis infarktusos patkdny dllatmodell

A kisérletesen el6idézet myocardialis infarktuson 4tesett dllatmodellt (en.
PostMyocardial Infarction, PMI) francia kollabordciés partnerink - Guy Vassort

munkacsoportja - dllitotta el €s bocsatotta rendelkezésiinkre.

Himnemti Wistar patkdnyokon (180-220 g) altatast kovetden (pentobarbital, 60 mg/kg)
1élegeztetés mellett, baloldali thoracotomiat végeztek. Az infarktust az a. coronaria sinistra -
arteria interventricularis anterior 4ganak proximaélis helyzetben, egy 7-0 selyemfonallal val6
elkotésével indukaltdk. Ugyanezt a miveletet elvégezték a majdani kontrollként szolgdlé
allatokon (altatds, kozben lélegeztetés, feltards, majd visszavarrds — sham operélt patkanyok).
24 héttel a miitét utan, hasznaltuk fel az dllatokat (tetszéleges sorrendben), és a kordbban leirt

modon egyedi izomrostokat izol4ltunk.

IV.2. [Ca**]; valtozdsainak kiovetéséhez kapcsolodoé modszerek

IV.2.1. Egyedi sejten térténd fluoreszcens [Ca’*]; mérés

A mérés alapelve, hogy a Ca**-ot kotott és nem kotott fura-2 fluoreszcens festék
abszorpcids spektruma eltér. Ha tehat két megfeleld hulldmhosszon véltakozva gerjesztjiik a
festéket tartalmaz6 mintdt, a kétféle gerjesztést kovetden emittdlt fénysugarak intenzitasainak
hanyadosabdl a minta (a sejt) Ca®* tartalma nM pontossaggal kiszdmolhatd, az ardny iddbeli
véltozasénak kovetésébdl pedig az id6 fiiggvényében bekdvetkezd [Ca’*]i-véltozds mérhetd

(Grynkiewicz és mtsai., 1985).
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A sejtek festékkel torténo feltoltéséhez 15 ul 2 mM fura-2-AM-et (a festék acetoxi-
metilészter formdja), 10 pl 4%-os Pluronic® F-127-et (enyhe detergens a festék bejutdsdnak
megkonnyitésére) és 4 ul 150 nM-os neostigmin oldatot (Stigmosan; a nem-izom sejtek
esetében esetleg, a vazizomsejtek esetében pedig nagy valdszinliséggel jelen 1évo
extracelluldris acetilkolin-észteraz gatlasdval a fura-2-AM extracelluldris hasitasat el6zi meg)
hasznaltunk, 2 ml tdpoldatban. A t6ltést 37 °C-on, 5% CO, tartalmu atmoszférdban, 90 percen
at végeztiik.

A sejtekbe juttatott festék 340 és 380 nm hullimhosszisdgok kozott valtakozd
gerjesztését a Photon Technology International (PTI) DeltaScan™ kettds monokromatoros
berendezése biztositotta (//./a dbra). Fényforrdsként a rendszer xenonlampdja szolgal,
melynek fényét egy forgotiikros sugdrosztd két nyaldbra osztja. A keletkez6 sugarak kiilon-
kiilon monokrométoron haladnak &at, melynek eredménye a méréseinkhez sziikséges 340,
illetve 380 nm hulldmhosszisagi fénynyaldb (/1./b dbra). A monokromatorokbdl optikai
szélak vezetik a fényt egy csatold egységen, valamint egy dikroikus tiikron keresztiil a
mikroszkop tdrgyasztaldn elhelyezett sejtekre. A fura-2 altal kibocsatott fluoreszcens fényt
510 nm-en — interferenciaszlird0 kozbeiktatdsdval — egy fotonelektron-sokszoroz6
segitségével detektaltuk. A jeleket 10 Hz gyakorisaggal regisztraltuk. A hattérfluoreszcenciat
a targylemezek sejtmentes helyein mértiik, ezt a program automatikusan levonta a mért
fluoreszcenciaértékekbol.

A két hulldamhosszon torténd gerjesztés soran mért fluoreszcenciaértékek hanyadosabdl
(R=F340/F330) az irodalombdl ismert egyenlet (Grynkiewicz és mtsai., 1985) alapjin

szamitottuk ki az intracelluldris Ca**-koncentricidkat:
[Ca™li=Ka* B -R—Rumin) / Rumax—R) )

ahol Ky a festék disszociacids dllanddja, Ry« az a fluoreszcenciahdnyados ahol a festék Ca*-
mal telitett, Ry, az a fluoreszcenciahdnyados ahol a festék egyaltalan nem kot Ca2+—ot, R a
mért fluoreszcenciaértékek hdnyadosa,  a rendszerre jellemz0 allando.

A mérorendszer kalibrdldsa sordn nyert adatainkat felhaszndlva a Kg=118 nM,
Rmin=0,2045, Rpn.x=8,315 és B=10 értékeket hasznaltuk a szdmitdsokhoz. A tranziens [Ca2+]i—
valtozdsok paramétereit (amplitidd, latencia, a tranziens kialakuldsanak maximalis sebessége,
a leszalld szar meredeksége, a csucs eléréséhez sziikséges id0, félértékszélesség) a
munkacsoportunk 4altal kifejlesztett szamitogépes program (PTlana) segitségével hatdroztuk

meg.
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11. dbra. A PTI DeltaScan™ mérérendszer felépitése (a) valamint a fura-2 excitaciés spektruma (b)

0-39,8 uM szabad Ca”* jelenlétében (www.invitrogen.com nyoman)

A mérés technikai kivitelezése: A festékkel feltoltodott sejteket tartalmazd targylemezt
perfiziés kadban rogzitettiik, a kddat normal HEPES-Tyrode-séoldattal (137 mM NaCl,
5,4 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1 g/l gliik6z, pH=7.,4)
toltottiik fel, majd egy Nikon invertalé mikroszkop targyasztalara helyeztiik. A mérés sordn
végig normdl HEPES-Tyrode-t dramoltattunk 4t a kddon balrdl jobbra perisztaltikus pumpa
segitségével (Econo-pump™ System), jobb oldalon alkalmazva az elszivést (,kiils§ perfizié™,
3 ml/min). Ezért egy adott targylemez sejtjeinek szisztematikus vizsgalatanal a mérést a jobb

oldali sejteken kezdtiik és balra haladtunk, igy a kordbbi mérésekkor alkalmazott agonistikat
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és antagonistdkat nem mostuk rd a késébb mérendd sejtekre. Egy 250 pm belsé atméroja
perfuzids kapilldrist (Perfusion Pencil®) az éppen mért sejt kozvetlen kozelébe allitottunk,
ezen adagoltuk a vizsgalt oldatot (,,lokdlis perfizié”, Valve Bank™ 8 11 System, 4 ul/sec),
majd az adott mérés befejeztével lokdlisan is normdl HEPES-Tyrode-oldatot aramoltattunk a

szer kimosdsara.
IV.2.2. A Ca’*-fluxus kiszdmitdsa

Kalciumfluxusként a myoplasmaba a kiilsé térbdl be- €s az intracelluldris raktarakbdl

kilépé osszes Ca®* fluxusit definidltuk.

A fluxust (FL) az aldbbi képlet szerint hataroztuk meg:
FL = d(Cawi+Cayansyp) I dt 3)

ahol Cay; a myoplasmén beliili teljes kalciummennyiség, Cayans,p pedig a kalciumeltavolité
mechanizmusok altal transzportalt Ca2+—mennyiség. Cayo becsiilt értékét az eldzo alfejezetben
ismertetett moédon meghatdrozott szabad (Cagzapaa), valamint az intracellularis kotohelyekhez
kotott Ca” mennyiségének osszegeként kaptuk meg, és a modellben a Ca®*-nak a festékhez
(Catyra), a troponin C-hez (Cayopc), a parvalbuminhoz (Capary) €s a pumpahoz (Capumpa) valoé
kotddésével szamoltunk, szamitasainkban az irodalombdl (Schuhmeier és mtsai., 2003) ismert

és konstansnak feltételezett értékeket felhasznalva:
Catot = Caszabad + (Cafura + CatropC + Caparv + Capumpa) (4)

Caganszp a pillanatnyilag a Ca**-eltavolité mechanizmusok (pumpdk) dltal széllitott
kalciummennyiség, melyet aranyosnak tekintettink a pumpdk relativ szaturacidjaval
([Ca-pumpa]/[pumpa]), ahol az ardnyossdgi tényezd nyilvdnvaléan a Ca**-eltdvolitds

maximalis sebessége (PVmax):
Cayranszp = PVmax - ([Ca-pumpa] / [pumpa]) )

A PV értékét minden vizsgdlt sejtre kiillon meghatdroztuk a kovetkez6 moédon. KCl-
depolarizéciét kovetod Ca**-tranziens leszall6 szdrdra legaldbb 3 masodperccel a csucs elérését
kovetden exponencidlist illesztettiink, és mivel ekkor a fesziiltségtiiggd csatorndk bizonyosan
zartak vagy inaktivak, a gdrbe ezen szakasza a Ca’*-eltdvolité mechanizmusok (pumpik)
mikodését tikrozi. Az igy meghatarozott PV, értéket hasznéltuk az adott sejten regisztralt

barmely késObbi iddpillanatban az FL kiszdmitdsara.
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I1V.2.3. Vizsgdlatok konfokdlis lézer pdsztdzo mikroszkoppal

A konfokdlis 1ézer pdsztdzé mikroszkdp (en. Confocal Laser Scanning Microscope,
CLSM) olyan tulajdonképpen hagyoményos optikai mikroszképia, amely meg tudta oldani azt
a problémat, amelyet az okoz, hogy vastagabb bioldgiai preparatumokban, szdvetekben,
sejtekben a kiilonb6zo, egymashoz kozel 1évo rétegek egyszerre, Osszefolydan torténd
leképezése miatt a magasabban, illetve mélyebben fekvd rétegekbdl érkezd informacio
csokkenti az eldallitott kép élességét.

A CLSM felépitése miatt csak egy adott keskeny rétegbdl szdrmazé sugarak jutnak a
detektorra, és keriilnek leképezésre. Egy féligateresztd tiikkron athaladd, a mintara fokuszalt
pasztazd 1ézersugar altal gerjesztett fluoreszcens fény a tér minden irdnydba emittalodik.
Ennek a fénynek a megfeleld irdnyba halad6 részét az objektiv lencse Osszegytijti, és igy az
egy féligateresztd tiikor segitségével egy lencsére jut. A lencse fékuszdban egy um
nagysigrendbe esO apertira (,,pinhole”) van, mely kicsiny lyukon keresztiiljuté fény jut a
detektorra.

Lézerfény haszndlatdnak jelentdsége abbol fakad, hogy a keskeny apertiran athaladé
fény intenzitdsa legyengiil, azonban a lézerfény intenzitisa még ekkor is elegendd ahhoz,
hogy elektronikusan észlelhetd jelet kapjunk. A mintdnak a fékuszsikon kiviil esd rétegébdl
kiindul6 fény ebben a rendszerben nem jut el a detektorig, ugyanis nem jut at az apertirdn. A
leképezési réteg egyes pontjaibdl jovo informacid begyiijtését a CLSM pdsztdzd (scanning)
rendszere teszi lehetové (12. dbra).

Vizsgdlatainkban a Zeiss LSM 510 META pdsztdzo lézer mikroszkopot haszndltuk a
fluo-3 fluoreszcens festékkel feltoltott sejtek monitorozdsdra. A Ca**-koncentréci6
véltozasakor és a Ca”* megkotésekor a festék fluoreszcencidja fokozédik, igy az, mint
fényintenzitds-novekedés detektdlhatd. A fluo-3 festéket egy argonion lézerrel gerjesztettiik
(488 nm-en, 5% lézerintenzitdssal) (12./b dbra), majd az emittdlt fényt szlir6kon keresztiil

0sszegyljtottiik €s 12 biten digitalizaltuk.

46



IV. Anyagok és médszerek

(a) izomrost ~ [TTTTTTTTTSToToSsoosssssossssoses p
I I i Argon ion lézer |

- E—— A=488 nm :

40x e i i
vizimmerziés T 4 - - :
objektiv i - i
N.A=1,2 ] : pasztazo :
: tikrék :

] ]

1 ]

dikroikus ‘l. i ]
tikor i Y ' P :

/ VS 1

1 ]

1 [}

(.

(b) Ex = 488 nm

39.8 uM free Ca*

Fluorescence emission

Wavelength (nm)

12. dbra. A CLSM felépitése (@) valamint a fluo-3 emissziés spektruma (b). Ca>*-mentes oldatban a

spektrum elkiilonithetetlen az alapfluoreszcenciatél (www.invitrogen.com nyoman)

A normalizalt fluoreszcenciaintenzitdst vonalmenti pdsztdzds (,line scan imaging”),
illetve kétdimenzids (x,y) leképezéses modszerrel vizsgéltuk €s jelenitettiik meg.

A line scan imaging soran a fluoreszcencia intenzitdst F(x,t) az eltelt id6 (t) és a
kivalasztott vizsgalt vonal 0 kezdOpontjatdl vald tdvolsag (x) fiiggvényeként abrazoltuk. A
mért értékeket normalizdlt — F(x,t)/Fyp(x) — fluoreszcencia intenzitdsként jelenitettiik meg, ahol
Fo(x) az alapfluoreszcencia intenzitds, melyet az F(x,t;-t;) olyan iddintervallumban végzett
atlagolasaval nyertiink, ahol a vizsgélt t;-t, idészak alatt nem volt semmilyen intracelluléris
Ca’*-koncentraciot érinté esemény. Vizsgél6rendszeriink a vizsgalt vonal mentén 1évé pontok

fluoreszcenciaintenzitisat 2 psec/pixel sebességgel pasztizza végig (a pasztazas idOtartama a
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vonal hosszatol fiigg, 512 pixel/line, 0,142 pm pixel méret), majd a vonal ujabb
végigpasztazasat 1,54 ms utan kezdi Gjra el.

Kétdimenzios leképezés esetében a pdsztizd rendszer végigpdsztizza a sejtet
reprezentdlé pixeleket, és az egyes fluoreszcenciaintenzitdsokat x-y koordinata-rendszerben
abréazolja, azaz a sejt fluoreszcenciaintenzitdsanak elvileg egy adott pillanatban (gyakorlatilag
a ,,pillanat” a pdsztazds idétartamaval megegyezd hosszusagu, az 512x512 pixel nagysagu
képek esetén 500-600 ms) meglévé kétdimenzids képét kapjuk. A kép megjelenitését a
szamitogép kiillonbozd szinintenzitdssal végzi, amely az adott pixelben mért Ca**-
koncentracidval, €s a festékmolekuldk szdmaval ardnyos.

A szdmitogépes program miitkodése: A sparkok detektdlasit szamitégépes program
segitségével végezziik, amely automatikusan lokalizdlja az eseményeket, €s meghatdrozza az
események nagysdgit, minden emberi beavatkozds nélkiil. Az alkalmazott algoritmus
stratégidja, hogy kisziiri az alapzajt meghaladé jeleket. Egyediilallé spark vizsgalatandl az
alapfluoreszcenciatol eltérd fluoreszcenciaérték adddik. Ezeket a teriileteket a program
kivagja a felvett képbdl, és a megmaradt alapzaj fluoreszcencidja djra statisztikai értékelés ala
keriil. Végiil a sparkokat az alapzajhoz viszonyitott nagysdguk alapjan osztilyozzuk. Az
alkalmazott algoritmus teljesen automatizalt, az egyetlen paraméter, amelyet meg kell adnunk,
az a kiiszobérték, amely felett eseményrdl van sz6 (méréseinkben a sparkok esetén ez az érték
0,2 AFF, volt, mig emberok esetén 0,05 AEF,). A kovetkezd 1épésben a kép normalizaldsa
kovetkezik, ami a felvett képek fluoreszcencidjdnak datlagolasdval torténik ugy, hogy a
jelenlévd sparkokat elfedjiik, igy az alap-fluoreszcenciaérték meghatirozhat6. Az események
detektdlasdndl a sparkok pixelekben lokalizéltak, és itt a normalizalt fluoreszcenciaérték
nagyobb a kritériumndl. A sparkok analizéldsa sordn meghatdrozand6 az amplitidé, FWHM
(a fluoreszcencia emelkedés térbeli kiterjedése), az FDHM (a fluoreszcencia emelkedés

iddbeli kiterjedése), a cstcs eléréséhez sziikséges 1do.

IV.3. A lipidkettosréteg-technika

Meéréseink egy részét mesterséges lipidkettosrétegbe (,,lipid bilayer”) épitett RyR1-en
végeztik, fesziiltség-clamp koriilmények kozott. Ez a modszer (,,single-channel” mdédszer)
egyetlen izoldlt RyR-on folyé dram mérését teszi lehetdvé ugy, hogy kozben a csatorna
mukodése a nativ kornyezetben 1évo csatorndhoz nagyon hasonlé marad, illetve maradhat (/3.

dbra).
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13. dbra. A lipid bilayer mérérendszer

A mesterséges membrant L-o-foszfatidiletanolamin, L-o-foszfatidilszerin és L-a-
foszfatidilkolin 5:4:1 ardnyd keverékének 20 mg/ml koncentriciéji n-dekanos oldatdbol
hoztuk 1étre, két szimmetrikus folyadékteret elvdlaszté 250 um atmérdjii nyildson. A lipid
kettOsréteg kialakuldsa utdn az egyik oldalra RyR1-szuszpenziét adtunk. Ezt az oldalt
cytoplasmaticus (cis) oldalnak nevezziik, mert a csatorna dltaldban ugy épiil be, hogy erre néz
a cytoplasmaticus ,,1ab” régidja, amely fiziologids koriilmények kozott kdzvetlen kapcsolatba
1ép a DHPR-ral. A masik oldal (trans) — amibe a foldelektréd meriil — az SR lumenének felel
meg.

A RyRI1-et a membranba szimmetrikus pufferben (250 mM KCl, 150 uM CaCl,, 100
mM EGTA, 20 mM PIPES, pH=7,2), 50 uM szabad kalcium jelenlétében épitettiik be. A RyR
orientdcidjanak megallapitdsdahoz a cis oldal szabad Ca2+—koncentréciéjét EGTA-val 238 nM-
ra csOkkentettiik. A mérések végén a cis oldalra rianodint adunk, hogy a beépiilés
orientacidjat még egyszer ellendrizziik. Fontos koriilmény, hogy a RyR kalciumcsatorna, azaz
fiziol6gidsan Ca®* 4ramlik 4t rajta, ugyanakkor két moduldciés kalciumkotOhellyel is
rendelkezik. Ezért méréseinkben toltéshordoz6ként Ca®* helyett K* iont alkalmaztunk, hogy a
Ca™ moduldciés hatdsai ne zavarjak méréseinket. A csatorna aktivitdsinak mérése kozben
lipid bilayer két oldala kozott 40-80 mV potencidlkiilonbséget tartottunk fenn. Annak

érdekében, hogy a beépiilt RyR orientéciGjat ellenérizziik, vagy a cis oldal szabad Ca™-
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koncentraciéjat csokkentettik EGTA-val 238 nM-ra, vagy a mérések végén a cis oldalra
rianodint adtunk.

A membrinon atfolyé aramot Axopatch 200 erdsitdvel mértiik, majd 8 pdlusi
alulateresztd Bessel sziirdvel sziirtiik (fco=1 kHz). Az elektromos jeleket 3 kHz-es mintavételi
frekvencidval digitalizaltuk, és szamitégépen taroltuk. A mérések soran kapott rekordokat
pCLAMP 6.02 programmal analizaltuk. Az izolalt csatornas méréseket 22+1 °C-on végeztiik.
A szabad Ca**-koncentrdciét a Fabiato dltal készitett abszolit allandok alapjan az 4ltala
készitett szamitégépes program segitségével szamoltuk ki. A nyitvatartasi valésziniiséget az
elfogadott 50%-os kritérium és 5%-os kozépsd holt zoéna alapjan szdmoltuk. Az

aramamplitidoé eloszlast Origin program segitségével vizsgaltuk.
I1V.3.1. SR-vezikula prepardldsa emlos vdazizombol

A 2,5-3 kg-os Uj-zélandi fehér nyulakat intravéndsan adott Nembutallal altattuk, majd
dekapitaltuk. A musculus longissimus dorsit kimetszettiik, apréra vagtuk, és a kiinduldsi
izomtomegre szamitott tizszeres térfogatd pufferben (105 mM NaCl, 0,5 mM EGTA, 20 mM
Na-HEPES, pH=7.5) késes Waring-Blendor homogenizatorral 6x25 madsodpercig 4 °C-on
homogenizéltuk. A prepardlds sordn hasznélt oldatokhoz a proteolizis elkeriilése céljabol az
alabbi inhibitorokat adtuk: 200 uM Pefabloc, 100 nM Aprotinin, 1 uM Leupeptin, 1 uM
Pepstatin A és 1 mM Benzamidin. A homogenizatumbdl centrifugédlassal (4500 g, 25 perc)
eltdvolitottuk az alakos elemeket, majd a feliilisz6 30 percig tartd, 40000 g-s
centrifugaldsdval nyert nyers mikroszémafrakciébol magas kaliumtartalma (600 mM KCl, 10
mM K-PIPES, 250 mM szacharéz, 0,1 mM EGTA, 90 uM CaCl,) pufferrel (pH=7,0)
kioldottuk az akto-miozint. Egy 6ra inkubdlds utdn 109000 g-s, 30 perces centrifugédldssal
Osszegyljtottiik a mikroszéma-frakciot (az oldott akto-miozin a feliiliszOban maradt). Az
tiledéket 42 mM NaCl, 4 mM K-PIPES és 120 mM szachar6zt tartalmazé oldatban (pH=7,0)
reszuszpendaltuk, majd linedris (25-45%) szachar6z-gradiensre vittiik fel. A 16 6réas, 86000 g-
s centrifugédlds utdn a gradiens 36-38%-os régidjdban vildgos gytriként megjelené nehéz-SR
(en. Heavy Sarcoplasmic Reticulum, HSR) vezikuldkat Osszegytijtottiik, és potterrel
homogenizéltuk. (A HSR vezikula f6l6tt megjelend diffiz régié a Ca2+—pumpét tartalmazé
LSR vezikula frakcid.) Az osszegytijtott vezikulafrakcidhoz kétszerannyi térfogati puffert (42
mM NaCl, 4 mM K-PIPES és 120 mM szaharéz) adtunk, és 1jbol lecentrifugéltuk (60 perc,
124000 g ). A centrifugdlds utdn a pelletet 300 mM szacharézt és 10 mM K-PIPES-t
tartalmazé (pH=7,0) pufferben reszuszpenddltuk, és azonnal lefagyasztottuk cseppfolyds

nitrogénben, majd -70 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.
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I1V.3.2. A rianodinreceptor izoldldsa

A rianodinreceptor-komplexeket az SR membranjabol 3 ml HSR vezikula-oldat és 6 ml
1% detergenst tartalmazé szolubilizal6 oldat (1 M NaCl, 100 uM EGTA, 150 uM CaCl,, 5
mM AMP, 5 mg/ml foszfatidil-kolin, 20 mM Na-PIPES, 1 mM dithiothreitol, pH= 7,2)
felhaszndldsaval oldottuk ki (2 6ra, 4°C). A szolubilizacids oldat a detergensen kiviil a HSR
vezikula preparéldsa soran alkalmazott protedz inhibitorok mellett még 1 pM Calpain I és 1
uM Calpain II inhibitort is tartalmazott. A szolubilizacios elegy (9 ml) Osszedllitdsa utan a
minta egy részét (3 ml-t) [H’] rianodinnal (3 nM) jeloltiik. A mintdk (jelolt és nem jelolt)
inkubdldsat (2 ora, 4°C) kovetden a nem szolubilizalt fehérjéket centrifugaldssal eltdvolitottuk
(20 perc, 59000 g). A szupernatanst (3-3 ml) linedris (10-28%) szacharéz gradiensre vittiik fel
és kilendiild rotorban (Beckman SW-27) centrifugdltuk. A 16 6ras, 90000 g-n torténd
centrifugdlds utdn a gradiensekbdl 15 cseppes (~500 pl) frakcidkat szedtiink. Az egyes
frakcidk radioaktivitdsat folyadék-szcintilldtorral meghatéroztuk ([*H]-rianodinnal jeldlt
minta) €és megmértik a hozzdjuk tartozd torésmutatét. A beiitésszamcsics alapjan
megdllapitottuk, hogy melyik torésmutat6ja frakcidban dasult fel a [H*)-rianodin. A nem
jelzett gradiensekbdl szedett frakcidk torésmutatéinak meghatdrozasival lehetové vilik, hogy
a nem jelzett mintdkbdl azokat a frakcidkat haszndljuk a kisérleteinkben, amelyekben a

centrifugdlds sordn a RyR felddsult.

HSR RyR std
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14. dbra. A RyR jelenlétének ellenérzése PAGE
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Az igy azonositott frakciokbol vett mintdkat 10%-os poliakrilamid gélen futtattuk és
Comassie-blue-val festettiik (/4. dbra). A festédés denzitdsa szemikvantitativ informdciét ad
a gélen 1évo fehérje mennyiségérol (ldsd az 565 kDa magassdgaban megjelend RyR-nek

megfeleld savot), és az esetleges szennyezddés (féleg akto-miozin szennyezddés) mértékérol.

IV.3.3. A Ca’*-pumpa aktivitdsdinak mérése ,kapcsolt enzim-assay”

modszerrel

A nydl vizizombdl izoldlt konnyli SR vezikuldk membranja dontben Ca**-ATPiz
molekuldkat tartalmaz (~80%). A pumpa aktivacidjat piruvat-kindz ,kapcsolt enzim-assay”
(Karon €s mtsai., 1995) technikdval mértiik ugy, hogy 37 °C-on, 334 nm-es hullimhosszon
kovetve a NADH fogyédst meghatdroztuk a Ca”*-ATP4z aktivitdsat. A mddszer elve, hogy a
pumpa miikodése sordn ATP-t hasit, melybdl ADP keletkezik. ADP jelenlétében a foszfoenol-
piruvéat piruvattd alakul piruvat-kindz enzim segitségével. Egy kovetkezd reakcidban a
piruvétbdl laktat-dehidrogendz révén laktit lesz, mikozben NADH-b6l NAD® keletkezik (14sd
15. dbra).

A NADH fogyasanak detektalasa fotométerrel torténik a 334 nm-en bekovetkezo
abszorbancia véltozds alapjan, mert a NADH és a NAD molaris extinkcids koefficiense kozott
egy nagysagrend eltérés van, igy az ATP-dz aktivitisa a kapott gorbe meredekségébol
allapithat6 meg. Ha a térfogatot ml-ben mérjiilk, a fényit hossza 1 cm és a fehérje

koncentraci6 0,01 mg/ml, akkor az extinkcids koefficiens 6,18><103 1/ molecm.

El1-P «<— E1l-ATP <«— E1

ADP ATP 15. dbra. Az SR Ca*"-pumpa miikodésének
E 2 jellemzésére hasznalt piruvat-kinaz kapcsolt enzim-
fos?foelf()l' — piruvat assay technika elve
piruvat pi:il:l;it- A pumpa milkddése sordn képzdddé ADP révén
piruvaton keresztiill laktat képzddik, mikozben a
NADH+H" NAD* NADH-b6l NAD* keletkezik. A pumpa aktivitdsanak
mérésekor a NADH-fogydast fotométerrel detektaljuk.
piruvat g laktat
laktat-
dehidrogenaz
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A Kkisérletek soran két torzsoldatot alkalmaztunk (I-es és Il-es), az Osszetételik a
kovetkezd volt: 100 mM KCI, 0,5 mM MgCl - a megfelel ionmilié megteremtése végett — 20
mM Tris-HCI - az 4lland6 pH=7,5 értéket biztositand6 - 0,42 mM foszfoenol-piruvit, 0,2 mM
NADH, 7,5 U/ml piruvat-kindz, 18 U/ml laktat-dehidrogendz. Csak az I-es oldathoz
adagoltunk 0,9 mM CaCl,-t és 2 uM A23187 ionofort, mely utébbi beépiilve az SR-vezikula
membranjdban engedi ,.kifolyni” a Ca®*-t a vezikuldkbdl, igy megakadilyozza, hogy a magas
luminalis Ca**-szint a végtermékgatlds utjdn csokkentse a pumpa milkodésének sebességét.
Csak a II-es oldat tartalmazott 1 mM K,H, EGTA-t és 10 mM ATP-t.

A mérés sordn az I-es torzsoldat 1 ml-ét az SR-vezikula szuszpenziéval (a —70°C-on
tarolt LSR-vezikula frakciét otvenszeresére higitottuk, majd ebbdl annyi adédott a 2 ml
reakcidelegyhez, hogy a kiivettdban levd fehérje végkoncentracidja 10 pg legyen) és a
vizsgalt anyag megfeleld6 mennyiségével mértiikk 6ssze. Ezt az elegyet 1 percig eldinkubéltuk
37 °C-on, és végiil 1 ml Il-es oldat hozzdadédsdval indult a reakci6. A Ca®*-fiiggé aktivitdst az
5 uM tapszigargin (a SERCA pumpa széles korben elterjedt gitloszere) jelenlétében mért
(,,bazdlis”) aktivitds és a teljes aktivitds kiilonbség adta meg. A TPEN-t az aktivitismérés
megkezdése eldtt 5 perccel adtuk a vezikuldhoz. A mérések sordn a Ca’*- és EGTA-
koncentracié ugy volt bedllitva, hogy a szabad Ca**-koncentrdcié (~2 uM) a SERCA
maximalis aktivitasat biztositsa. A fenolszarmazékokat dimetil-szulfoxidban (DMSO)
oldottuk fel, amelynek koncentrici6ja nem haladta meg a 2%-ot. Az aktivitds értékeit
standard nemzetk6zi egységben hatdroztuk meg, ami pumol Pi/mg proteinxmin.
aktivitdsegységet jelent.

A kapott pontokra Hill-fiiggvényt illesztettiink:

ATP4z aktivitds / ATP4z aktivitdsma=1-[Ca>*1"/( [ICso]"+[Ca**]"), (6)

ahol: az ATPéz-aktivitds a SERCA-aktivitdsnak felel meg, az ATP4z aktivitdsm,x a maximalis

aktivitasnak, az ICs, a félhatasos gitlo dozis koncentracidja, n pedig a Hill-koefficiens.

IV.4. Statisztikai elemzés

A statisztikai analizis sordn atlagértékeket és azok standard hibdit hataroztuk meg, a
szovegben és az dbrdkon ezek mindig atlag+S.E.M.-ként (en. Standard Error of the Mean, az
atlag standard hibdja) vannak feltiintetve. Kisérleti adatok csoportjainak 6sszehasonlitdsdhoz
Student-féle T-prébat haszndltunk (SigmaP10t® 9.0), szignifikdns kiilonbséget p<0,05 esetén

allapitottunk meg.
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IV.5. A hasznalt vegyszerek és eszkozok kereskedelmi forgalmazoi

A23187 AppliChem' Leupeptin Sigma'’
ADP Sigma'® MgCl, Sigma'®
Aprotinin Sigma'’ MgSO, Sigma'’
AMP Sigma'® Na-PIPES Sigma'®
ATP Sigma'’ Na-foszfokreatin Sigma'’
Axopatch 200A erdsitd Axon’ Na,ATP Sigma'®
Beckman SW27 centrifuga Beckman NaCl Sigma'’
Coulter Inc.? NaOH Sigma'®
Benzamidin Sigma'’ Na-PIPES Sigma'’
CaCl, Sigma'® Nembutal Sanofi”
Calpain Sigma'’ Nikon Eclipse E600
CHAPS Sigma'® fluoreszcens mikroszkép Nikon'
Commasie Blue Invitrogen’ Origin szoftver Microcal Co. Software"’
DeltaScan® pPTI™ PC Sigma'®
dextran Sigma'’ pCLAMP 6.02 szoftver Axon’
DMEM Sigma'® Pefabloc Sigma'®
DMSO Sigma'’ penicillin Biogal’
Econo-pump Bio-Rad’ pentobarbital Sigma'®
EDPA Sigma'’ pepstatin Sigma'’
EGTA Sigma'® Perfusion Pencil® AutoMate*
Eter Sigma'’ Pluronic® F-127 Sigma'’
FCS Sigma'® SigmaPlot® 9.0 szoftver Systat'’
fluo-3 Mol. Probes"' Stigmosan Pharma-Magist"”
Fungizone Biogal’ streptomicin Biogal’
fura-2-A Mol. Probes"’ szacharéz Sigma'’
gliikéz Sigma'® szaponin Sigma'®
HEPES Sigma'’ tripszin Difco®
HS Sigma'® TPEN Sigma'®
KClI Sigma'® Tris-HCI Sigma'’
KH,PO, SigmaI o Valve Bank™™ 8 II System AutoMateé*
K,SO, Sigma'® Waring Blendor homogenizitor ~ Cole-Parmer’
K-glutamat Sigma"’ Zeiss LSM 510 META konfokilis
K-PIPES Sigma'® 1ézer pasztazé mikroszkop Zeiss'
kollagenaz I SigmaI o ZnS0Oy Sigmal 0

'AppliChem GMBH, Darmstadt, Németorszidg; ‘AutoMate Scientific, San Francisco, CA, USA; ’Axon
Instruments, Foster City, CA, USA; “Beckman Coulter Inc., Fullerton, California, USA; SBiogal-TEVA,
Debrecen, Magyarorszdg; *Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA; 'Cole-Parmer Instrument Company,
Vernon Hills, IL, USA; *Difco, Detroit, MI, USA; 9Invitrogen, Paisley, Nagy-Britannia; "“Microcal Co.
Software, Northampton, MA, USA; ""Molecular Probes-Invitrogen, Paisley, Nagy-Britannia; lzNikon, Tokid,
Japan; “Pharma-Magist, Budapest, Magyarorszig; '‘Photon Technology International (PTI), Birmingham,
NJ, USA; "Sanofi Phylaxia, Budapest, Magyarorszdg; '°Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; ""Systat
Software, Point Richmond, CA, USA; 187 eiss AG, Oberkochen, Németorszag.
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V. Eredmények

V. Eredmények

V.1. A TPEN hatasanak tanulmanyozasa C2C12 egér myoblast sejtvonalon

V.1.1. Eltéro TPEN-koncentrdciok hatékonysdgdnak vizsgdlata

A C2C12 sejtvonal vizsgalatat 7-9 napos fejlett izomcsoveken (lasd /0. dbra) a TPEN

hatékonysdg-gorbéjének meghatarozdsaval kezdtiikk (/6./a dbra), hogy megtudjuk, milyen

TPEN-koncentracio valt ki maximalis valaszt.

(a)
75 7
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0 100 200 300 400 500
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16. dbra. TPEN
hatékonysaganak

vizsgalata C2C12 sejteken

(@) A zarGjelben jelzett
sejtek szamdnak szazaléka,
amelyek a  kiilonboz6

TPEN-koncentraciék
hasznalatat kovetoen,
spontdn  kialakul6 ~ Ca®*-
tranzienssel valaszoltak. (b)
Egy reprezentativ gorbe az
alacsony (50 pM), illetve
magas (500 pM) TPEN
koncentracio hatdsdnak
illusztralasaként. A gorbe a
[Ca2+]i tranziens valtozasait
mutatja 50, valamint
500 uM TPEN 10 s-ig és
100 mM KCI 10 s-ig tortént
extracelluldris alkalmazdsa

soran.

A sejtek vélaszkészségét minden esetben a maximélisan hatékonynak taldlt 100 mM

KCl-al végeztiik.

5 uM-os koncentraciéban alkalmazva a TPEN 28-bdl 5 sejten (18%), mig 20 uM-os

koncentréciéban 14-bél 7 sejten (50%) okozott spontdn tranziens [Ca®*]-emelkedést. A 16./a

dabrdbdl jol lathat6, hogy novelve a TPEN-koncentriciét a kivaltott Ca**-tranziensek
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V. Eredmények

amplitiddi parhuzamosan, monoton névekedést mutattak egy adott koncentrcidig (~50 uM,
amely a leghatdsosabbnak bizonyult). Ezen koncentrdciondl 14-bdl 9 sejt (64%), illetve 26
kisérletbdl 15 alkalommal (58%) a TPEN adagoldsa tranziens [Ca**);-emelkedést
eredményezett. Megjegyzendd, hogy a sejtek valaszkészsége valtozo volt. Bizonyos sejtek
tobbszor, egymadst kovetden valaszoltak a szer adagoldsat kovetden, mig mdas esetekben a
valasz teljesen elmaradt (16./b dbra). Ezen megfigyelések nem hozhatdk Osszefiiggésbe a
nyugalmi [Ca®*]-val, amely a kisérletek elején minden esetben rogzitésre keriilt, és 75-
100 nM kozotti értéknek adddott.

Egy nagysdgrenddel nagyobb koncentricioban alkalmazva a szert (500 uM) a 13
vizsgélt sejten mind a 21 probdlkozas hatdstalannak bizonyult. Természetesen a hatas
elmaraddsa onmagdban nem feltétleniil jelenti azt, hogy 500 uM TPEN hasznélata nem
befolyésolja valamilyen médon a sejtek Ca®* -homeosztézisat (részleteket ldsd késébb).

A tovdbbiakban kiszdmoltuk az 50 uM TPEN altal kivaltott Ca**-tranziensek
kalciumfluxusét (FL), mely 58+11 pMs'—nek adédott (n=11). Osszehasonlitasként, 100 mM
KCl 4ltal kivaltott Ca®*-fluxus ugyanazon a sejten szignifikdnsan nagyobb volt

(21045 pMs ).
V.1.2. TPEN hatdsa a Ca’* myoplasmdbdl valé eltdvolitdsdra

Kovetkezd 1épésként az SR Ca2+—pumpa hatékonysdgiat a nyugalmi [Ca™);
helyredllitdsdban kivantuk megvizsgédlni. Ennek érdekében a Ca**-tranziensek lesz4lld
szdrdnak meredekségébdl az idéallandék meghatdrozdsdval kiszamoltuk a pumpa Ca®*-
transzport képességét. Mindezt a 17./a dbrdn harom reprezentativ, 0, 50 és 500 uM TPEN
jelenlétében, depolarizacié 4ltal indukalt (100 mM KCI) Ca**-tranziens 4brazoldsaval
kivanjuk bemutatni. Amint az dbrdn is jol lathatd, S00 uM TPEN jelenlétében két paraméter is
valtozott: csokkent a tranziens amplitid6ja, és lelassult a [Ca®]; visszatérése a nyugalmi
szintre. Minden bizonnyal ez utébbiért az alacsonyabb fluxusérték a felel0s.

A fluxus kiszdmitdsdhoz hasznalt maximalis Ca**-eltavolitési sebesség (PVax) €rtékek
rendre 585, 634 és 343 pMs’l—nak adodtak. Mivel szdmszerlisiteni szerettiik volna e
valtozdsokat, exponencidlis fiiggvényt illesztettiink a KCl-indukalt tranziensek leszallo

szarahoz és meghataroztuk az idéallandokat (7).
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(b) o

500

KClI

Relativ PVmax (kontroll %-a)

Relativ iddallandé (kontroll %-a)

50 yM TPEN 500 uM TPEN 50 uM TPEN 500 uM TPEN

17. dbra. Médosult Ca**-felszabadulis és eltavolitasi mechanizmusok TPEN jelenlétében
(a) hdrom reprezentativ, 10 s hosszan adagolt, 100 mM KCI alkalmazésdval kivéltott depolarizdcié

hatdsara kialakult tranziens, 0, 50, illetve 500 uM TPEN jelenlétében. A gorbék egymadsra lettek
cstisztatva, hogy a nyugalmi Ca**-szintek egy kozos vonalon legyenek, az amplitidé és az idéallandok

jobb 6sszehasonlitdsa érdekében. Az inzertben egyedi exponencialis fiiggvények illesztése lathaté a Ca™'-
tranziensek leszallészardhoz 0, illetve 500 uM TPEN-ben. Az idé4llandék 2,27 és 4,99 s-nek adédtak. (b)

Az ébra (a) részén bemutatott tranzienseknek megfelelé Ca**-fluxus. (€) Az id6éallandék és (d) a PV .,

Osszesitett adatai 50, illetve 500 uM TPEN jelenlétében. A vizszintes, szaggatott vonal mindkét esetben a
TPEN adagoldsa el6tt kapott kontroll tranziens 100%-os értékét jelképezi. A zardjelekben az elvégzett

kisérletek szdma lathat6, mig a csillag (*) az adott paraméternek a kontroll 100%-t6l valé szignifikdns

eltérését jelzi.

TPEN hidnyédban az idéallandé 3,38+0,28-nak adddott (n=17), mely értek hasonlé volt
50 uM TPEN jelenlétében. Magasabb TPEN-koncentriacié hasznélatat kovetéen (500 uM) azt
taldltuk, hogy a relativ id64llandé jelentésen megnétt (17./c dbra). Az dbra d része az alacsony
(50 uM), illetve magas (500 uM) TPEN-koncentracié hatdsat hivatott bemutatni a

myoplasmédbél valé Ca**-eltavolitds mechanizmusdra. Ennek érdekében a KCl-depolarizaciot

57



V. Eredmények

kovetd Ca®*-tranziens leszdllo szdrdra legaldbb 3 mdsodperccel a csucs elérését kovetden
exponencidlist illesztettink. Az 1igy meghatdrozott PV, érték TPEN hidnydban
444483 uMs_l—nak addédott (n=10). A normalizalt PV, érték 50 uM TPEN adagoldsat
kovetéen enyhén emelkedett (113,5+ 6,9%, n=7) a kontrollhoz képest, mig 500 uM szer
jelenlétében erdteljes gatlds jelentkezett, és a relativ PV, érték lecsokkent a kontroll

72,848,6%-ra (n=15) (17./d dbra).

V.1.3. Koffein ¢és KCl-depolarizdcio hatdsdnak vizsgdlata TPEN
jelenlétében

A fentiek alapjdn tgy tlint, hogy a TPEN magas koncentracioban alkalmazva nemcsak a
Ca’*-eltdvoltdsi mechanizmust moédositja, de a depolarizacié-indukalt Ca**-tranziens
amplitiddjat és az annak megfeleld fluxust is (/7./a és b dbra). Ezért ezt a tényezOt tovabb
kivantuk vizsgdlni, és az agonista-, illetve a depolarizdci6-indukélt Ca”*-tranzienseket
elemeztiik TPEN jelenlétében (/8. dbra és 19. dbra).

A 18./a és 19./a dbrdkon jol latszik, hogy a C2C12 myotubulusokon az ismételt 15 mM
koffein, illetve 100 mM KCIl adagoldsa nem deszenzitizdl6do Ca’*-tranzienseket
eredményezett. A 18./b, illetve 19./b dbrdkbdl az is megéllapithatd tovabba, hogy 50 uM
TPEN nem moddositotta az agonista, illetve a depolarizicié &dgens hatdsit a RyR
receptorkomplex miitkodését tekintve.

Ugyanez viszont nem mondhaté el az egy nagysdgrenddel nagyobb koncentraciéban
hasznalt TPEN esetén, mivel 500 uM TPEN jelentdsen lecsokkentette a belsd raktarakbol
felszabadul6 Ca2+—mennyiségét (I8./c és 19./c dbrdk). Megemlitendd, hogy ez a hatds
visszafordithaté volt a TPEN kimosdsat kovetden. A 18./d és 19./d dbrdk az Osszesitett
adatokat mutatjdk be tobb sejt dtlagdban. Minden esetben a TPEN jelenlétében rogzitett
amplitidokat az elsd, TPEN hidnydban rogzitett amplitidéhoz képest hataroztuk meg (relativ

amplitddo).
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18. dbra. Koffeinadagolas hatdsa a C2C12 sejtek Ca**-tranzienseire TPEN jelenlétében

A reprezentativ gorbék a [Ca’*];-ban bekovetkezd tranziens véltozdsokat mutatjak 15 mM koffein 10 s-ig
tortént extracelluldris, ismételt alkalmazasa utdn: (a) TPEN hidnyaban (b) 50 uM TPEN, valamint (C)
500 uM TPEN jelenlétében. (d) Az oszlopdiagramok a koffeinadagolds kivaltotta Ca**-tranziensek
amplitiddit mutatjdk be az adott sejten TPEN jelenlétében, az agonista dltal kivaltott (TPEN hidnydban)
amplitidéhoz képest, tobb sejt (3-5) atlagaban. 50 uM TPEN esetén a 4. koffeinadagolds elmaradt. A

csillag (*) a szignifikans eltérést jelzi.
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19. dbra. KCl-depolarizécié hatisa a C2C12 izomsejtek Ca**-tranzienseire TPEN jelenlétében

A reprezentativ gorbék a [Ca2+]i-ban bekovetkezd tranziens valtozasokat mutatjdk 100 mM KCI 10 s-ig

tortént extracelluldris, ismételt alkalmazasa utdn: (a) TPEN hidnyaban (b) 50 uM TPEN, valamint (C)

500 uM TPEN jelenlétében. Az dbra (c) részén taldlhatd inzerten lathat6, hogy 0,5% DMSO 6nmagaban

nem csdkkenti a KCl-indukélt Ca**-tranziensek amplitddéit. (d) Az oszlopdiagramok az 1. és 2. KCI-

adagolas kivéltotta Ca**-tranziensek amplitddéit hasonlitjdk ©ssze, az adott sejten TPEN hidnydban

regisztralt tranziensekhez képest, tobb sejt atlagdban (3-10 sejt). A KCl adagoldsa csak kétszer lett

megismételve, 0, illetve 50 uM TPEN-ben, ugyanis a tranziensek amplitid6i nem mutattak szignifikdns

kiilonbséget. A 3. KCl adagolds csak 500 uM TPEN jelenlétében lett elvégezve. A csillag (*) a

szignifikans eltérést jelzi TPEN hidnydban kapott tranziensek esetén (1. és 2. adagolds), illetve a kontroll

100%-ahoz képest (3. adagolas).
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Osszegezve e kisérleteink eredményeit elmondhatjuk, hogy 50 uM TPEN nem
befolydsolta az agonista-, illetve depolarizacié-indukalt Ca**-tranziensek relativ amplitidojat.
Ezzel szemben 500 uM TPEN drasztikusan lecsokkentette azt (a kontroll 28,3+5,62%-éara
koffein, valamint 10,3+3,2%-4ra KCl esetén). Ez a hatds bizonyitottan nem az olddszer
(DMSO) hatdsdanak koszonhetd (/9./c dbra inzert), ami a Kkisérleteinkben hasznalt
legmagasabb koncentracidban (0,5%) sem okozott szignifikdns eltérést a kontrollhoz képest

(1,13£0,1 vs 1,21%0,05).

V.1.4. TPEN hatdsa a KCl-depolarizdcio dltal kivdltott
kalciumtranziensek amplitidojanak méretére fiziologids és alacsony
extracelluldris [Ca“] jelenlétében

Tovébb vizsgilva az 0Osszes, illetve szabad [TPEN] hatdsit a C2C12 izomsejteken
kivancsiak voltunk arra, hogy milyen Osszefiiggés van a kiilonb6z6 TPEN-koncentraciok
haszndlata és a KCl-depolarizdci6 altal kivaltott tranziensek méretére kifejtett gitlé hatds
kozott.

Ezért a kovetkezd kisérletsorozatban azt kivantuk megvizsgdlni, milyen hatdsa van a
mintegy felére csokkentett extracelluldris [Ca2+]—nak (1,8 mM-r6l 0,8 mM-ra) azonos [TPEN]
haszndlata mellett. A 20./a, illetve 20./b dbrdn bemutatott kisérletekben az [Ca®*]e-t ugy
hatdroztuk meg, hogy az 1,8, valamint 0,8 mM legyen, majd ismételt, 10 s-ig adagolt
100 mM-os KCl-al valtottunk ki Ca®*-tranzienseket. A 20./c dbrdn az Osszesitett adatok
l4thatdk, tobb sejt atlagaként, amelyek azt bizonyitjak, hogy 250 uM TPEN gétolta az ismételt
KCl-depolarizacié indukalt Ca**-tranziensek relativ amplitidgjat az els6 - TPEN hidnyaban
regisztralt - tranzienshez képest (0,75%0,06, amikor [Ca2+]e=1,8 mM volt vs 0,86+0,05,
amikor [Ca2+]e=0,8 mM-nak volt bedllitva). Ezen adatok nem adddtak szignifikdnsan
kiilonbozonek (p>0,06). Szignifikansan kiillonbozonek adddott viszont a fentebb emlitett, 250
puM TPEN jelenlétében regisztrdlt tranziensek relativ amplitidéja, az 500 uM TPEN
(Ca*]=1,8 mM) adagoldsa mellett rogzitett tranziensek relativ amplitidéjahoz viszonyitva
(0,44+0,05) (p<0,0001). Ezen adatok igen meglepdek voltak, hiszen a szabad [TPEN] a 250
uM-os oldatban ([Ca**1e=0,8 mM) azonos az 500 uM-os oldatban 1év8 ([Ca**].=1,8 mM)
szabad [TPEN]-val, szamszerint 40 pM (ennek kiszdmoldsdra a Maxchelator szdmitégépes

programot hasznaltuk).
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20. dbra. TPEN hatasa
fiziologias és modositott
[Ca®*]. mellett

A reprezentativ gorbék a
[Ca*'];-ban bekovetkezd
tranziens véltozédsokat
mutatjadk 100 mM KCI 10 s-
ig tortént extracelluldris,
ismételt alkalmazdsat

kovetéen, 250 uM TPEN
jelenlétében (a)
fiziol6gidsnak tekintett
1,8mM [Ca®]. mellett,
valamint (b) csokkentett,
0,8 mM [Ca®*]. mellett; (c)
dézis-hatds gorbe, amelyet
50, 250, illetve 500 pM
TPEN alkalmazasét

kovetben regisztraltunk.

Ezen kisérletek végeredményeképpen elmondhatd, hogy az Gsszes €s nem a szabad

[TPEN] az, amely a depolarizdci6-indukélt Ca**-tranziensek esetén tapasztalt hatdsokért

felelOs.

V.1.5. Alacsony extracelluldris Zn**-koncentrdcié hatdsa

Mivel a TPEN egy membranpermedbilis, nehézfémion-keldtor, mely igen nagy

affinitdssal rendelkezik nehézfémek, példaul Mn**, Fe** és Zn** irdnt (Ky ~107?, 1074

valamint 107%°

), szerettiik volna ellendrizni, hogy a tapasztalt hatdsok esetleg nem a szer Zn**
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pufferelésén keresztiil alakulnak-e ki. Ennek érdekében a kovetkezd kisérletsorozatot egy nem
membranpermedbilis Zn** keldtor, az etilén-diamin-N-N'-diacetik-N-N'-di-B-propionsav,
roviden EDPA jelenlétében végeztiik.

Az elvégzett kisérletek alapjan azt taldltuk, hogy mind 50, mind 100 pM-os
koncentricioban alkalmazva az EDPA nem moddositotta a depolarizacio-indukalt Ca**-
tranziensek relativ amplitidgjat (104+12%, valamint 110+13%) az elso, a szer hidnyaban

rogzitett tranzienshez képest (21. dbra).

(a) 500 1
400 A
S 300 -
£
=
NﬂS
8 200
100 e ~ kel 21. dbra. A Zn** kelator —
0 50 M EDPA EDPA-hatéasdnak vizsgalata
A reprezentativ gorbék
0 100 200 300 400 ismételt, 100 mM KCI 10 s-ig
id6 (s) tartod extracelluldris
alkalmazdsa dltal kivaltott
(b) 400 1 Ca**-tranzienseket abrazoljik
(a) 50, valamint (b) 100 pM
300 A . s
EDPA jelenlétében.
s
£
£ 200 -
N
©
o
" W e
100 A ;
- - - KClI
100 yM EDPA
O Jd
0 100 200 300 400
idé (s)

V.2. TPEN hatasanak tanulmanyozasa patkanybol enzimatikusan izolalt

egyedi izomrostokon

Kisérleteink megkezdése elott, svdjci kollabordcids partneriink altal szivizmon végzett

vizsgalatok alapjan (Jung és mtsai., 2007), tovdbba az eldzdekben leirt és munkacsoportunk
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altal publikalt C2C12 sejteken kapott eredmények alapjdn (Sztretye és mitsai., 2008) ismert
volt, hogy a TPEN alacsony koncentrdcidoban (20-50 uM) képes aktivalni a RyR-on torténd
Ca”*-felszabaduldst. Célunk tehdt az volt, hogy elemi eseményeket regisztrilva jobban
megértsiik és megismerjiik a puffer intracelluldris Ca**-felszabaduldsra kifejtett hatdsat egyedi
izomrostok esetén; valamint, hogy in situ tanulmanyozzuk a TPEN-RyR kozotti
kolecsonhatdsokat.

Mivel intakt emlds izomrostokon az elemi események detektdldsa nagy technikai
kihivas, ezért kisérleteinket szaponinnal (0,002%) permeabilizdlt patkdny izomrostokon
végeztiik, szobahOmérsékleten (részletekért lasd a IV.1.2. fejezetet). Hogy fokozzuk az
események szdmat, egy jO6l bevdlt mdédszert alkalmaztunk, mégpedig a permeabilizaciét
kovetden a glutamat alapud bels6 oldat cseréjét szulfatra, mely bizonyitottan fokozza az elemi
események szamat, anélkiil hogy moddositand az események morfoldgidjat (Zhou és mitsai.,
2003). Amint az varhaté volt, kontroll koriilmények kozott az emlds izomrostokon kétféle

eseményt regisztraltunk: sparkot és embert (22./a dbra).

Kontroll ' 20pm | 50 uM TPEN

» «— spark

ember — » s

500 uM TPEN

22. dbra. TPEN hatasa emlés harantcsikolt izomrostokon, szulfat alapi belsé oldatban
Line-scan lizemmédban rogzitett képek egy (@) kontroll (b) 50, illetve (¢) 500 uM TPEN jelenlétében,

fakuldsra torténé korrekcié és normalizdlds utdn. Kontroll, valamint 50 uM TPEN jelenlétében elemi
kalciumfelszabadulasi eseményeket (sparkokat és emberoket) regisztraltunk, amelyek szdma jelentOsen

lecsokkent 500 pM TPEN hasznalatit kovetden.
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A szivizmon elvégzett kisérletekkel ellentétben, ahol 20 pM-os koncentrdcidéban
alkalmazva a TPEN spontin kialakulé SR kalciumfelszabaduldst és tovaterjeds Ca®*-
hullaimokat okozott, esetiinkben, 50 pM-os koncentracioban alkalmazva a szer hatdsa
elmaradt, és a spontdn aktivitds enyhe gatlasat figyeltiik meg (22./b dbra).

Kontrollban 574, 50 uM TPEN jelenlétében 159, 500 uM TPEN jelenlétében pedig 197

sparkot detektaltunk és analizdltunk. Az eredmények Osszegzése a 1. tdbldzatban lathato.

n Amplitadé FWHM Idétartam Frekvencia
(AF/F,) (um) (ms) (s''sarc?)
Kontroll 574 | 0,80+0,01 1,52+0,03 41,84+0,63 0,032+0,005
50 uM TPEN 159 | 0,43+0,01* 1,54+0,05 34,81£1,06*% | 0,031+0,014
500 uM TPEN | 197 | 0,32+0,01* [ 1,09+0,03* | 36,68+0,98* | 0,021+0,026*

* szignifikdns eltérés a kontrollhoz képest (p<0,05)

1. tabldzat. Patkany izomrostokon regisztralt sparkok morfolégiai jellemzdinek osszehasonlitasa

(4tlag+S.E.M.)

50 uM TPEN adagolasat kovetden az emberok szama drasztikusan lecsokkent a kontroll
154-r6l 6-ra, illetve O-ra egy nagysdgrenddel nagyobb (500 uM) TPEN-koncentricié
hasznélata esetén.

Amint az a tablazatban lathatd, kontroll koriilmények kozott a sparkok frekvencidja
0,032+0,005 s'sarc' volt, és a morfol6giat jellemzé paraméterek mindenben megegyeztek az
irodalmi adatokkal (lIasd Kirsch és mtsai., 2001; Zhou és mtsai., 2003; Szentesi és mtsai.,
2004). Annak ellenére, hogy a sparkok frekvencidjdban nem mutatkozott szignifikdns eltérés
50 uM TPEN hasznélatit kovetden a kontrollhoz képest (0,031+0,014 s'lsarc'l, p>0,9), ez az
érték szignifikdnsan lecsokkent amikor magas koncentracioban alkalmaztuk a szert (0,021
+0,014 s 'sarc™!). A csokkent frekvencia mellett az események morfoldgidja is véaltozott, mely
igen erdteljes volt 500 uM TPEN alkalmazdsat kovetden a kontrollhoz viszonyitva. Mindezt a

23./a és b dbrdn lathat6 eloszlashisztogrammok is jol illusztréljak.
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0.5 ; 0.5 -
(a) = Kontroll (b)

o 0.4 1 —— 50 yM TPEN 0.4 4
[T} 500 uM TPEN
S 0.3 - — M 0.3 -
>
<
o 0.2 - 0.2
>
T 0.1 1 0.1 1
&

0.0 0.0 -

0.0 0.5 1.0 1.5 0 " 2 3 4
Amplitadé (F/F,) FWHM (upm)

23 dbra. A sparkok amplitaddinak és félértékszélességeinek (FWHM) relativ eloszlasa emlés

izomrostokon

Megjegyzendd a kisebb értékek felé (balra torténd) eltolédds a TPEN-koncentracié novelésével.

V.3. TPEN hatasanak tanulminyozasa békab6l mechanikusan izolalt

izomrostokon

Ismert, hogy az emlds véazizomhoz viszonyitva a szivizmon, kétéltiiek harantcsikolt
izmdn, valamint tenyésztett vdzizmokon a spontdn kialakulé SR Ca**-felszabaduldsban
jelentds szerepe van a kalcium-indukdlt kalciumfelszabadulds (CICR) folyamatdnak, amely a
RyR3 jelenlétét feltételezi. Mivel béka hardntcsikolt izmokban a RyR3 jelentds szdmban van
jelen (lasd a 9. dbrdt), és a CICR kulcsszerepet jatszik a szomszédos Ca**-csatorndk
aktivaldsdban egy spark keletkezése alatt, kivancsiak voltunk, hogyan befolyasolja a TPEN
ezen eseményeket. Méréseinket mechanikus uton izolalt (14sd 1V.1.2 fejezetet) és szaponinnal
permeabilizalt egyedi izomrostokon végeztiik. Kisérleteink egy részében a spark

frekvenciandvelése érdekében csokkentett [Mg2+]i—t hasznaltunk.
V.3.1. TPEN hatdsa alacsony [Mg“]i alkalmazva

Kontroll, 50, valamint 200 uM TPEN adagolaséat kovetden Osszesen 4365, 9885, illetve
286 sparkot regisztraltunk. Ezen események jellegzetes paramétereit a 2./a tdbldzat mutatja

be.
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(a)

[Mg>], n Amplitidé FWHM Hossz Frekvencia
(mM) (AF/F,) (um) (ms) (s”'sarc?)
Kontroll 5,5 1561 | 0,84£0,01 | 2,16+0,02 | 34,8403 | 0,19+0,02
50 uM TPEN 5,5 2101 0,95+0,01* 1,95+0,02* 29,1+0,1* 0,1040,01**
Kontroll 4 4365 | 0,92+0,005 2,124+0,01 41,3+0,2 0,23+0,05
50 uM TPEN 4 9885 0,78+0,003*| 2,41+0,01* 42,34+0,2% 0,334+0,02**
200 uM TPEN 4 286 0,65+0,03* 1,74+0,04* 30,3+0,8* 0,0940,02**

* szignifikdns eltérés a kontrollhoz képest (p<0,001)
** szignifikans eltérés a kontrollhoz képest (p<0,05)

2. tdbldzat. Béka izomrostokon regisztralt sparkok morfolégiai jellemzdinek osszehasonlitasa
(a) csokkentett (4 mM), valamint (b) enyhén megemelt (5,5 mM) [Mg**];-t alkalmazva. Az adatok

atlag+S.E.M.-ként vannak kozolve.

Az adatok jol mutatjak, hogy csokkentve az [Mg2+]i—t, az ily médon bekovetkezd RyR1
gitldsolddsa révén nagyobb spark-frekvencidt rogzithettiink (0,23+0,05 s'sarc’ vs.
0,19+0,02 s'sarc™).

Az els0 szembetiind megfigyelés a TPEN adagoldsdt kovetéen a moddosult
eseményfrekvencia volt. 50 pM-os koncentriacidoban alkalmazva a szer serkentette az
események kialakuldsat (0,33+0,02 s'lsarc'l), szamszerint a kontroll mintegy 143%-ara
novelve azt, mig 200 pM-os koncentrdcidban gitolta, a kontroll 39%-4ra lecsokkentve a
frekvenciat (0,09+0,02 s 'sarc™).

Egy maésik szembetiind véltozas a sparkok morfoldgidjat érinti. A 24./a és b dbrdkon jol
lathat6, hogy a TPEN hatdsara tovaterjedd, Un. ,smakrosparkok” jelentek meg. Ezen
események hiarom példdja lathaté kinagyitva a 24./d dbrdn: egy pontbdl kiinduld, egy
irdnyban tovaterjed0 spark (baloldalon), egy pontbdl kiinduld, két irdnyban terjedd spark
(kozépen), valamint két pontbdl kiindulé spark, amely egy kozos pontba konvergdl (jobb
oldalon). Az események terjedési sebességét a hullimfront szogének kotangensébdl
szamoltuk ki, és ez atlagosan 273+7 ums'l—nek adddott (n=62), jol korreldlva az irodalmi

adatokkal (Iasd Zhou és mtsai., 2005).
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Kontroll 50 uM TPEN 200 uM TPEN

..

(b)

3 pm

(c)

(d)

[ - 3 Fﬂ

100 ms

24. dbra. Médosult elemi események béka harantcsikolt izomrostokon TPEN jelenlétében

(a) x-y kétdimenziés kép, permeabilizalt béka vazizomrostokat dbrizolva, alacsony (4 mM) [Mg2+]-jli
belsé oldatban. Megjegyzendd a nagy kiterjedésti sparkok jelenléte (makrosparkok) 50 pM TPEN-ben,
valamint a lecsokkent eseményszdm 200 uM TPEN alkalmazasit kovetéen. (b) A line-scan (x, t) képeken
50 uM TPEN adagolasat kovetéen jol lathatak a tovaterjedd, dn. ,travelling spark”-ok. (€) Reprezentativ
Ca**-sparkok kontroll, valamint TPEN jelenlétében. Az események id6beli és térbeli profiljat hirom
szomszédos vonal 4tlagoldsaként kaptuk. (d) Elemi események 50 uM TPEN jelenlétében. Az események

terjedési sebességét a hullimfront szogének kotangensébdl (ctg(a)) szdmoltuk ki. A bemutatott spark

esetén a terjedési sebesség 299 pms™' —nak adédott.
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Tovédbbelemezve a szer elemi eseményekre kifejtett hatdsat, a bemutatott morfoldgiai
véaltozasokon feliil szembetlinOk a tobbi jellegzetes paramétert érintd valtozdsok. A kontroll
koriilmények kozott rogzitett sparkok amplitidéja  (0,92+0,005), térbeli szélesség
(2,124£0,01 pm), valamint idobeli hossza (41,3£70,2 ms) rendre ez értékek 84,7, 113.6,
valamint 102,3%-4ra moédosultak 50 uM TPEN; illetve a kontroll 70,6, 82, és 73,4%-éra
200 uM TPEN alkalmazasat kovetden (2. tdbldzat). Fontos megjegyezni, hogy a térbeli
szélesség esetén tapasztalt novekedés 50 uM TPEN alkalmazdsa sordn egy sokkal
hatékonyabb CICR-ra utal, hisz valészinlileg az egy idSben megnyilé szomszédos Ca**-
csatornak szdma megnott a puffer hataséra.

Végezetiil egy értékes megéllapitds a magasabb koncentrdciéban alkalmazott (200 uM)
szer hatdstalansagabdl adddik, amely egy esetben sem eredményezett tovaterjedd
eseményeket. Ez arra utalhat, hogy két eltéré6 mechanizmus létezhet, amelyek eltéré moédon

aktivdlédnak alacsony, valamint magas [TPEN] alkalmazdsa esetén.

V.3.2. TPEN hatdsa emelt [Mg2+]i—t alkalmazva

Mivel eredményeink arra utaltak, hogy a CICR-nek kulcsszerepe van az 50 uM TPEN
dltal kifejtett hatdsra, egy kovetkezd kisérletsorozatban enyhén megemeltik az [Mg”*]i-t
(5 mM-rdl 5,5 mM-ra), ami kozismerten géatolja a CICR mechanizmust. Az enyhén megemelt
[Mg2+]i mellett az 50 uM TPEN hatésa ellentétes volt az el6z6ekben leirt, alacsony [Mg2+]i
alkalmazasakor észlelt hatdshoz képest, hiszen szignifikdns csokkenés volt tapasztalhaté a
frekvenciat illetden (0,19+0,02-r6l O,IOi0,0ls'lsarc'l—re), valamint a tobbi paraméter esetén is
(2./a tabldzat). E szignifikdans csokkenés aldl kivétel volt az amplitid6, amely enyhén
megnott a szer alkalmazasat kovetden.

A jobb szemléltetés érdekében a TPEN hatédsdra bekovetkez6 morfologiai véltozasok a

25. dbrdn lathatok.
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Kontroll Emelt [Mg2*];, 50 uM TPEN
5
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25. dbra. A sparkok amplitido- és félértékszélesség-eloszlasa kontroll vs 50 pM TPEN jelenlétében,

emelt, valamint alacsony [Mg2+]i alkalmazasakor

V.4. TPEN hatasanak vizsgalata izolalt RyR-on

Mivel az elemi események tanulmdnyozdsa sordn nyert adataink arra utaltak, hogy a
TPEN esetlegesen direkt mdédon befolydsolja a Ca**-csatorna aktivitdsét, a vizsgalatainkat
lipid kettOsrétegbe dagyazott, izoldlt vazizom tipusi RyR segitségével folytattuk. Ezen
kisérletek TPEN jelenlétében, a csatorna kapuzasi kinetikdja tanulméanyozésara szolgaltak.

470 nM (ionizdlt) Ca®*-koncentrdciéndl a bedgyazott RyR-ok viszonylag alacsony

nyitvatartdsi valoszinliséggel rendelkeztek (Py=0,0076+0,0018, 26./a dbra, A. gorbe).
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26. dbra. TPEN aktivalé hatasa a RyR-

ra, negativ potencialokon

(@) Reprezentativ dramgorbék kontroll
(A), illetve valtozé 50 (B), 100 (C),
200 uM TPEN (D) jelenlétében. A RyR-
ok bedgyazasanal szimmetrikus cis és
trans [Ca2+]-t hasznaltunk, amit a
csokkentése

fokozatos  cis  [Ca®"]

(470 nM-ig)  kovetett. A csatorna
megnyildsokat a lefelé irdnyuld tiiskék
jelzik. A cis TPEN hatékonysdga a

csatornaaktivacié koncentraciofiiggésére

alacsony (b), valamint magas [Caz+]

esetén (€). A csatorna nyitvatartdsi
valdészinlisége 60-120 s hosszid dram
rekordokbdl lett meghatarozva, majd a cis
TPEN fiiggvényeként keriilt dbrdzoldsra.
A kisérletekben a szabad [Ca2+] 50 uM

volt a trans oldalon, valamint 470 nM
(b), illetve 50 uM (c) a cis oldalon. A
(b) panelben a kisérleteket Mg2+
hidnydban (A), valamint jelenlétében (A)
is elvégeztik, és az eredményeket a

TPEN hidnydban regisztralt 4tlagos

értékekre normalizaltuk. A szdmok az dbrdkon az atlagolt adatok szamat jelzi. Minden esetben a tartéfesziiltség -

85 mV volt, a tdltéshordozé pedig 250 mM K.

A TPEN adagolasit kovetéen 50, 100, valamint 200 pM-os koncentricidban a Py

egyenesen ardnyosan noétt, ami direkt mdédon bizonyitja a szer RyR-ra kifejtett aktivalo

hatdst, negativ membranpotencidlokon. Ez a hatds jelen volt 1 mM Mg** cis oldali

jelenlétében, valamint 50 uM szabad Ca®*-koncentrdcié esetén egyardnt; igaz modosult

paraméterek mellett (1asd 26./b és c dbrdkat).

Ezzel szemben pozitiv membranpotencidlok esetén (+85 mV) ellenkezd hatds volt

megfigyelhetd, hiszen 50 uM TPEN adagoldsa jelentdsen lecsokkentette a nyitvatartdsi
val6szintiséget (P xontroni=0,208+0,024-r61 Py 1pen=0,0014£0,002-re) (27./a dbra A és B
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gorbék) a -85 mV alkalmazésakor tapasztalt aktividcidhoz viszonyitva (27./a dbra D és E

gorbék).

Q-
C—-

hatasa a RyR1 aktivalodasara

(a) Reprezentativ 4dramgorbék
T T MU € 485 mv (AB,C), valamint -85
mV (D,E,F) membrinpotencial

esetén. A nyitott allapotot az o, a

0 -

altal 1étrehozott szubkonduktancia

illapotot az s, jeloli. Az A és D

1 sec
3 gorbék a kontroll, a B és E az 50
(b) l uM cis TPEN, a C és F rekordok
pedig 2 uM rianodin hozzdadasat
2 4
n_o \ illusztraljak a TPEN altal el6zbleg
A

:'_; 1A aktivlt csatornihoz. (b) Relativ

N | [
% 1+ — \i nyitvatartasi valészintiség: 50 (e),
§ k\ 100 (A), valamint 200 pM (m)
S J | i: TPEN jelenlétében. A P,
0 ‘é‘ » kiszamolasahoz, minden esetben
-80 -40 0 40 80 120 s hosszdi  rekordokat
Membran pOtenCIaI (mV) alkalmaztunk, valtozo

fesziiltségek mellett, amelyeket mint atlag+S.E.M.-ként dbrdzoltunk. 200 pM TPEN esetén az S.E.M-t nem

abrazoltuk az dbra jobb 4ttekinthetdsége érdekében.

A 27./a dbra C gorbéje a rianodin hatdsat illusztrdlja, amely szubkonduktancia-
allapotokat eredményezett. A TPEN jelenlétében a rianodin hatdsa valtozatlan, hiszen az F
gorbén valtozatlanul jelen vannak szubkonduktancia-allapotok.

Tovabb vizsgalva a TPEN fesziiltségfiiggd hatasat a RyR1 miikodése szempontjdbol, a
27./b dbrdn a relativ nyitvatartdsi valdszinliség kiillonbozé [TPEN] (50, 100, 200 uM)
jelenlétében abrazoltuk, eltéré membranpotencidl-értékek mellett. Egyértelmiien latszik a
fesziiltségfiiggés, jelentds gatlassal pozitiv potencidlok esetén, valamint enyhe

koncentraciofiiggd aktivaloddssal negativ potencialértékeknél.
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Fontos megallapités e kisérletek eredményeképpen, hogy TPEN adagolésa el6tt és utan
a csatornan atfoly6 egységes dram mérete ugyanakkora, (1asd 27./a dbra D és E gorbéit), ami

arra enged kovetkeztetni, hogy a TPEN nem befolyédsolja a csatorna vezetOképességét.

V.5. TPEN hatésa az SR Ca**-pumpéra

A C2C12 sejteken kapott eredményeink (V.I. fejezet) arra utaltak, hogy a TPEN
jelenléte befolyasolhatja a Ca®* visszavételét az SR-ba, mivel jelentésen megnylt a KCI-
depolarizdcié indukalt Ca**-tranziensek leszdllé szdra. Hogy megbizonyosodjuk e feltevés
helyességérol, a TPEN hatdsat izoldlt SR vezikuldk segitségével tanulmanyoztuk, és
rogzitettiik a vezikula hidrolitikus aktivitdsat kiilonbozé [TPEN] alkalmazéasakor. A mérési

eredmények Osszegzése a 28. dbrdn lathato.

28. dbra. TPEN gatlo hatasa a
SERCA  pumpa hidrolitikus
aktivitasara

Az ATPaz aktivitast ,kapcsolt
enzim-assay”’ segitségével
hatdrozzuk meg. Az eredmények 5
kiilonboz6 mérés dtlagat jelképezik.
A kapott pontokra Hill-fiiggvényt
illesztettiink, majd az gy
meghatdrozott  félhatdsos  doézis

IC50=692  uM-nak, a  Hill-

Ca2+-ATPaz aktivitas (1U)

T T T T T T T T T T koefficiens pedig n=0,88-nek
0 200 400 600 800 1000
[TPEN] (M)

adddott.

Amint azt a fenti dbra is mutatja, a TPEN doézisfiiggdé modon gatolta az ATP-az
aktivitdsat. A méréseinkben legmagasabb koncentraciéban alkalmazott TPEN (500 uM) a

SERCA-pumpa aktivitdsat mintegy felére csokkentette.
V.6. Az elemi kalciumfelszabadulasi események funkcionalis valtozasai PMI
allatmodellen

A szivinfarktust kovetd elégtelen szivmiikodés kovetkeztében a periférids izomzat
tomegének és kontrakcids erejének jelentds csokkenése figyelheté meg. Az izomgyengeség

mértékét a romlo perflizid, és a hosszas dgynyugalommal jaré csokkent fizikai aktivitds nem
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indokolja, ezért az elektro-mechanikai kapcsolat és a vdazizomrost Ca2+—transzp0rt

mechanizmusainak molekularis szintii sériilése feltételezheto.

Francia kollaboraciés partneriink - Guy Vassort és munkacsoportja - eredményei alapjan
ismert, hogy a PMI dllatokb6l kiprepardlt izomsejtek médosult Ca**-homeosztizissal
rendelkeznek (Ward és mtsai., 2003). Erdekesnek tiint tehdt megvizsgalni médosul-e, és ha
igen hogyan, az elemi események morfoldgidja, valamint a jellegzetes paraméterek egyedi
vazizomrostok tanulmédnyozdsa sordan. Kisérleteink elsd fazisdban tugynevezett sham-operalt,
kontrollnak szamité és posztmiokardidlis infarktuson datesett (lasd a [IV.1.3 fejezetet)
(tovabbiakban: PMI) patkdnyokbdl szdrmazé szaponinnal permeabilizdlt vazizomrostokon
végeztik. A kontroll rostokon spontdn kialakulé kalciumfelszabaduldsi eseményeket
rogzitettiink (29./a dbra), amelyek frekvencidja 0,038+0,001 s"lsarc'l, (733 felvétel, 10
roston), valamint morfoldgiai paraméterei mindenben megegyeztek az irodalmi adatokkal
(Szentesi és mtsai., 2004). A PMI éllatokbdl szarmazé rostokon (29./b dbra) az események
frekvencidjanak enyhe novekedése volt tapasztalhaté (0,041+0,001 s'lsarc'l, 522 felvétel, 8

rost), amit nem taldltunk szignifikdnsan eltéréonek (p>0,8) a kontroll csoporthoz képest.
(a) . Kontroll

29. dbra. Elemi  Kkalciumfelszabadulasi
események kontroll és PMI  patkany
izomrostokon

(a) sham-operilt, azaz kontroll, valamint (b) PMI
patkanybdl kiprepardlt izomrostokon rogzitett line-
(b) scan képek. Megjegyzendd a sparkok kisebb

amplitidéja, valamint az emberdk nagyobb

frekvencidja a PMI patkdny esetén.

Kontrollban az események megoszldsa a kovetkezd képpen alakult: leggyakrabban
sparkok fordultak eld (63,2%), kevésbé voltak gyakoriak a maganyos emberok (22,4%),
illetve a spark+emberdk (14,4%). Ehhez képest a PMI rostokon rogzitett események csupin
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40,1%-a volt spark, 32,7%-a volt ember, és 27,7%-a volt spark+ember. Ezen adatokat
értékelve érdekes megallapitds volt, hogy a PMI rostok esetén az emberdk sparkokhoz
viszonyitott relativ ardnya szignifikdnsan nagyobb volt (0,44) a kontrollban rogzitett

események aranyahoz képest (0,26).

A kontroll csoport esetén 0sszesen 6 éllat felhasznélasét és 10 izomrost tanulmanyozdsat
kovetden 1284 sparkot és 454 embert rogzitettiink, mig a PMI csoport esetén 4 éllat és 8
izomrost tanulmanyozdsat kovetdéen 937 sparkot, valamint 765 embert detektaltunk. Ezen

események jellegzetes paraméterei a 3. tdbldzatban lathatok 6sszefoglalva.

Spark Ember
Kontroll PMI Kontroll PMI
n=1284 n=937 n=454 n=765
Amplitidé (AF/Fy)) | 0,81 0,01 0,48 £0,01* 0,21 £ 0,004 0,17 £ 0,003*
Rise time (ms) 12,4+£0,2 14,6 £ 0,3* - -
FWHM (um) 1,72 £ 0,02 1,66 + 0,02* 1,78 £ 0,02 1,81 £ 0,02
Hossz (ms) 34,6 £0,4 35,6 £0,6 87,9 +0,4 88,6 +2,1

3. tdbldzat. Az elemi események morfolégiai jellemzéinek 6sszehasonlitasa kontroll, valamint PMI
patkanyok esetén

Az adatok atlag+S.E.M.-ként vannak kozolve.

A fenti tablazatbol lathat6, hogy a PMI patkdnyokbdl szarmazé véazizomrostokon
rogzitett sparkok amplitidéja mintegy 40%-kal csokkent, mig az emberdk atlagos
amplitiddja 20%-kal csokkent a kontrollhoz képest (30./a-b dbrdk). E csokkenést mindkét

esetben az tolédott

amplitidéértékek jelzik (1asd 30./a-b dbrdk). A sparkok amplitiddjanak dramai csokkenése

eloszlashisztogramokon a balra (azaz kisebb értékek felé)

valészintileg a kevesebb nagy amplitidéja spark kialakuldasanak koszonheto.
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30. dbra. Az elemi események jellegzetes paramétereinek eloszlasa kontroll, valamint PMI
izomrostokon

Az (a) amplitids, (b) 4tlagos amplitidé (¢) és (d) térbeli szélesség (FWHM) eloszldshisztogramjai
sparkok (bal oldalt), valamint emberdk (jobb oldal) esetén, kontroll, illetve PMI izomrostokon. A sparkok
rise time-jdnak az amplitidé fiiggvényében kontroll (€) és PMI (f) rostok esetén kétdimenzids

eloszlashisztogram dbrazoldsa.

A PMI rostok esetén a sparkok térbeli kiterjedése enyhén csokkent (30./c dbra), ami
miatt egy 4tlagos elemi esemény alatt felszabadulé Ca®* becsiilt mennyisége is kevesebb, mint
kontroll esetben. Az utébbi adatok teljes Osszhangban vannak Ward és mitsai. (2003)
eredményeivel, akik a sparkok fenti morfoldgiai véltozdsait azzal magyardzzdk, hogy

krénikus szivelégtelenségben a RyR1 hiperfoszforildlt (PKA éltal), és ennek koszonhetéen
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joval kevesebb FKBP12-t hordoz, mint az egészséges patkdnyokbdl szarmazd csatorndk.

Ugyanez a munkacsoport a single channel kisérletekben kimutatta a RyR1 FKBP-hidnyéra

utal6 jellegzetes kapuzdsat: a PMI csatorndk Po-ja a kontrollhoz képest magas, és jelen

vannak a LLSS-ek.

A sparkok esetén tapasztalt morfoldgiai valtozasok jobb szemléltetése érdekében, a

30./e, illetve 30./f dbrdkon kivantuk bemutatni az amplitidd, valamint rise time kétdimenzids

eloszlashisztogramjait, amelyeken szintén jol latszik a PMI rostok esetén a kisebb amplitido,

valamint nagyobb rise time értékek felé valé eltolodas.

A 31./a dbrdn két reprezentativ spark lithaté kontroll, valamint PMI patkanybdl

szdrmaz6 izomroston a megfeleld térbeli dbrdzoléssal egyiitt (31./b dbra).

(a)

(b)

(€

25 <

Signal Mass (um3)

15

10

o
L

Kontroll
[ ]
[ ]

20 7

Signal Mass (um?®)

PMI

31. dbra. Két reprezentativ spark
signal mass értékének
abrazolasa

(a) két nagy amplitidéji spark
kontroll (bal), illetve PMI (jobb)
patkany esetén; (b) az dbra (a)
paneljdban illusztrdlt két spark
térbeli profiljanak abrazoldsa. A
kontroll spark amplitidéja 1,79
AF/F,, mig a PMI allatbél
szarmazé  spark  amplitidéja
0,70 AF/Fy; (€) A SM(t) értékek
abrazolasa kontroll (bal), illetve
PMI (jobb) sparkok esetén. Az
egyenes vonal a SM(t) fliggvény
felszallo szdranak linedris
illesztése, amelynek meredeksége
3,80, illetve 1,44 um3 ms” —nek
adddott a kontroll, valamint a PMI

spark esetén.
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Az egyes események kalciumfluxusdnak meghatarozasit a signal mass (SM(t))
fiiggvény segitségével végeztilk. Gauss-gorbéket illesztettiink a sparkok térbeli profiljanak
minden egyes idObeli pontjara, és az (1) egyenlet segitségével kiszamoltuk a SM(t) értéket
(36./c dbra). Ezt az értéket az SM(t) fiiggvény felszdllé szdranak egy egyenessel valo
illesztését kovetéen az egyenes meredekségébdl kaptuk meg. Ezt kovetéen mindkét
sparkpopuléci6 esetén (sham-operdlt, illetve PMI) kivalasztottunk tiz szemmel lathat6an nagy
amplitiddju eseményt, és atlagoltuk ezeknek az amplitidgjat. A kontroll sparkok SM(t)
értéke szignifikdnsan nagyobb volt a PMI patkdanyokon regisztralt sparkokhoz viszonyitva
(2,59+0,24 vs 1,4240,25 um3 ms'l, p<0,01) (31./c dbra). Ez a megéllapitds azt hivatott
aldtdmasztani, hogy az elemi események alatt 1étrejovd kalciumfluxus szivelégtelenségben

kisebb, ami a Ca**-homeosztdzis zavaréra vezethetd vissza.
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VI. Megbeszélés

VI.1. TPEN hatisa a C2C12 sejtek Ca**-homeosztazisira

Amint azt a C2C12 egér vazizom sejteken végzett kisérleteink megmutattdk, a TPEN
modositotta a sejtek Ca2+—homeosztézisa’1t, hiszen hatassal volt az SR kalciumfelszabadulasra,
és gitolta a cytoplasma Ca**-eltdvolité mechanizmusit (SERCA-pumpit). A teljes sejtes
[Ca®]; mérések sordn kideriilt, hogy alacsony koncentraciéban alkalmazva (20, 50 puM) a
TPEN tranziens Ca®*-felszabaduldst eredményezett. Madsrészrél egy nagysagrenddel
magasabb koncentracioban adagolva (500 puM) a szer alkalmazdsa nem csak hogy
hatastalannak bizonyult, de ugy tlinik, hogy mddositotta a depolarizacié-, illetve agonista
indukalt Ca®*-tranzienseket, valamint gtldst fejtett ki a cytoplasmaticus Ca**-eltavolit6

mechanizmusra.

Az els6 irodalmi adatok 6ta (Arslan és mtsai., 1985), ahol a TPEN-t mint nehézfém-
kelator hasznaltdk, szdmos ellentétes megfigyelés latott napvildgot a szer nehézfémkotd, de
leginkdbb Zn** kot hatékonysdgat tekintve (Arslan és mtsai., 1985; Schumaker és mtsai.,
1998; Chimienti és mtsai., 2001). Az altalunk kapott kisérletes eredmények arra utalnak, hogy
a TPEN altal kifejtett hatdsok nagy valoszinliséggel nem a nehézfém-pufferhatdsanak
koszonhetok. Egy igen fontos bizonyiték, amely aldtimasztja ezt az dllitdst, a szer
nehézfémek irdnti nagy affinitdsa (a Ky kisebb, mint 10°1° M, Arslan és mtsai., 1985), ami azt
jelenti, hogy 50 uM TPEN mar teljes egészében megkdti az oldatban taldlhaté Osszes
nehézfémet; kovetkezésképpen az dltalunk leirt hatasok fiiggetlennek tekinthetdk a
nehézfémek pufferhatdsatdl. A nehézfémek szerepének tisztazasa érdekében tovabbi
kisérleteket végeztiink, ahol az extracelluléris Zn**-et EDPA-val puffereltiik. Az EDPA,
melyet eldszor az irodalomban Snitsarev és mtsai. 2001-ben emlitettek, nagy affinitassal koti
aZn**-et, és igen alacsony affinitdssal rendelkezik kisérleteinkben fontos szerepet jatszo Ca”,
valamint Mg”* irdnt (Kay és mtsai., 2003). Az EDPA alkalmazdsit kovetSen kapott
eredményeink nem bizonyultak eltérének a konrollhoz képest, vagyis a dolgozatban leirt,
TPEN iltal kivaltott hatdsok, az alacsony extracelluldris [Zn**]-tdl fiiggetlennek.

Eredményeink alapjdn elmondhatjuk, hogy alacsony koncentracioban alkalmazva (~50
uM) a vizsgalt sejtek tobbségében (14-bdl 9 sejten, 26-bdl 15 kisérletben) a TPEN képes volt
az [Ca2+]i tranziens emelkedését kivaltani. Novelve a szer koncentracidjat azt tapasztaltuk,

hogy egyre kevesebb sejt volt képes Ca’*-tranzienssel vélaszolni, oly annyira, hogy 500 puM-
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os koncentraciéban alkalmazva a szer teljesen hatdstalannak bizonyult. Sajnos nem vildgos
szamunkra, hogy egyes sejtek miért, akar ismételten is, mas sejtek pedig egydltalin nem
vélaszoltak a TPEN adagoldsét kovetden. Egy lehetséges feltevés szerint a [Ca®*] az SR
membran két oldaldn (cytoplasmaticus, illetve lumindris) tUn. eldaktivalt allapotba helyezi a

RyR-okat, amelyek aztdn a felszabaditd impulzus hatdsara konnyebben nyilnak meg.

A TPEN hatdsmechanizmusdnak megértése érdekében fontosnak tlint tisztdzni, hogy a
szabad, avagy a Ca**-ot kotott puffer hatdsdt tapasztaltuk méréseink sordn. Azon kisérleteink,
amelyeket csokkentett [Ca”*]. mellet végeztiink, arra engednek kovetkeztetni, hogy az dsszes
€s nem a szabad, vagy Ca”*-ot kotott [TPEN] felelds a tapasztalt hatdsokért. Masrészrol nem
tudjuk pontosan, hogy a szer serkentd hatdsat kovetden (alacsony koncentraciéban

alkalmazva) miért €s hogyan eredményezett gatlast, ha noveltiik a teljes [TPEN]-t.

Annak ellenére, hogy eredményeink azt mutatjdk a TPEN alacsony koncentraciéban
alkalmazva serkentd, mig magasabb koncentracidban alkalmazva, gitlo hatast fejt ki a C2C12
sejtekre, ismereteinket nem tartjuk elegenddnek annak a lehetdségnek a kizardsara, hogy
magas koncentraciéban a szer esetleg az SR membrdanban akkumuldlédik. Ez, mint egy
membran impermedbilis Ca**-TPEN elegy, lecsokkenti az intraluminaris [Ca®*]-t, amely igy a
leirt hatdsokat eredményezte. A csokkent SR Ca**-tartalom (pdrhuzamosan a gatolt
pumpamechanizmussal) magyardzatot adhatnak eredményeinkre. Kétségtelen, vagy az SR-en
beliili pufferhatds, vagy a RyR receptorkomplex direkt gatldsa jelen van (vannak) a
pumpamechanizmus gétldsa mellet, hiszen énmagdban a SERCA-pumpa gétldsa az [Ca®"];
emelkedését eredményezné. Kordbbi megfigyelések alapjan tudjuk, hogy ugyanez a hatés

érhetd el mas pumpablokkold, példdul a TG hasznélatakor (Sarkozi és mtsai., 2000).

A pontos hatdsmechanizmus ismereteinek hidnya ellenére adataink egyértelmilien azt
bizonyitjdk, hogy az oldatban jelenlévd teljes TPEN-koncentraci, és nem a szabad vagy

Ca”*-kotott TPEN felels a Ca**-tranziensekre kifejtett hatdsokért.
VI.2. TPEN hatasa egyedi permeabilizalt izomrostokon

Az [Ca®™]; viltozds épitbelemeinek szamité elemi események vizsgélata egy fontos
eszk6z a sejtek Ca**-homeosztazisanak tanulmanyozdsaban. Ezen események mind
megjelenésiikben, mind jellemz6 paramétereik tekintetében kiilonboznek emldsok (Conklin és
mtsai., 2000; Kirsch és mtsai., 2001; Zhou és mtsai., 2003), illetve kétéltliek esetében

(Tsugorka és mtsai, 1995; Klein és mtsai., 1996). Kordbbi vizsgélatok alapjan kideriilt, hogy
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ECRE-ket intakt, fluo-3-mal jelolt, illetve &tvdgott emlds izomrostokon nem lehet
megfigyelni. Kirsch és mtsai. (2001) altal leirt modszert kovetve kisérleteinket ugynevezett
kémiailag nyudzott rostokon végeztik. Az ily mddon eldkészitett, majd
membranpermeabilizdlt emlds izomrostokon az elemi események mindkét formdja, tehat
sparkok, és emberok is, megfigyelhetok voltak. Az események relativ frekvencidja békaizom
esetében sokkal nagyobb (ahol csupdn sparkok detektdlhatok). Mérési adataink
elemzéseséhez térbeli és iddbeli karakterisztikdn alapuld elemi eseményeket detektdld
modszert alkalmaztunk. Mindez lehetdvé tette, hogy dsszehasonlitsuk a kontroll koriilmények

kozt, valamint a TPEN jelenlétében rogzitett eseményeket.

A permeabilizalt rostokon kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a TPEN befolyésolta
az izomrostok Ca’*-homeosztizisit az 4ltal, hogy direkt hatdst gyakorolt a
kalciumfelszabaduldsi mechanizmus két kulcsszerepldjére: a RyR-ra és a SERCA-pumpéra.
Alacsony koncentrdciéban haszndlva (50 pM TPEN) a béka védzizomrostokon rogzitett
sparkok frekvencidja megnétt, €és a CICR mechanizmus hatékonyabbnak bizonyult; mig
magas koncentrdciéban alkalmazva (200, 500 pM TPEN) a szer gitolta a Ca®* mozgését az

SR membran mindkét oldalan.

Béka vazizomrostokon 50 pM-os koncentrdcioban a TPEN képes volt spontin kialakuld
kalciumfelszabaduldsi eseményeket létrehozni, és nem csak novelte az események
frekvencigjat, de tovaterjedd sparkokat eredményezett. Megjegyzendd, hogy e hatdsok egyike
sem volt megfigyelhetd emlds izomrostokon, valamint emelt [Mg**]; koriilmények kozott
béka izomrostokon. Svdjci kollabordcids partneriink szivizomsejteken végzett kisérletei
alapjan ismert volt, hogy a TPEN képes Ca**-hullimokat eredményezni. Ezen adatok
fényében tgy tiint, hogy a TPEN elésegiti a CICR mechanizmust, amely aztdn eléidézi a Ca**
altal 1étrehozott RyR aktivaciét. E megfigyelésekkel parhuzamosan, hasonlé koncentraciéban
(50 uM) a szernek joval erdteljesebb hatdsa volt, izolalt lipid bilayer-be dgyazott csatornakon,

amikor a cis [Ca®*] 50 uM-os volt az alacsonyabb 470 nM-os koncentrdciohoz képest.

Viérakozédsainkkal ellentétben, amikor noveltik a szer koncentricidjat, az elemi
események gatldsat figyeltiink meg, a csokkentett [Mg”™*]; ellenére. E gitlds az események
frekvencidjaban, valamint a jellegzetes paraméterek értékeiben is megmutatkozott. Ugy

gondoljuk, hogy e gatlasért legalabb harom kiilonb6z6 mechanizmus tehet6 felelossé:

ha a megemelt TPEN-koncentricié tovabb stimuldlja a csatorna nyitva tartdsat,

az a raktar kiuruléséhez vezethet.
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a SERCA pumpa gétldsa réven a TPEN gitolhatja a Ca™* visszavételét az SR-

be, ami szintén a raktar kiiiriiléséhez vezet.

magas koncentraciokban a szer direkt médon gatolhatja a RyR-t. Izolalt
receptorokon végzett kisérleteink mindhdrom lehetdségre nyujtottak

informéciot.
VIL.3. TPEN hatasa izolalt RyR-on

Az izolalt RyR-on végzett méréseink azt bizonyitottdk, hogy negativ membranpotencial
értékek esetén, alacsony cis [Ca2+] fenntartasa mellet a TPEN-koncentracié novelését
kovetden jelentdsen megndtt a csatorna nyitvatartdsi valdsziniisége (Pp). E koriilmények
kozott 50 uM-nal nagyobb [TPEN] haszndlatat kovetden azt tapasztaltuk, hogy tovabb nott a
Py, melynek kovetkeztében, enyhén emelkedett [Ca2+]i —nak kellett volna jelentkezni. Mivel a
teljes sejtes Ca”**-méréseink sordn az [Ca®*]; novekedése 500 uM TPEN hasznélata sordn
egyszer sem volt megfigyelhetd, valdsziniitlennek tlinik, hogy a szer gatlé hatdsa csupan a
csatorna aktivaciéjat kovetden a raktar deplécidjat befolydsolja. Adataink vildgosan mutatjék,
hogy a TPEN gitolja a SR pumpa hidrolitikus aktivitdsat. Ez a gatlds a puffer viszonylag
magas koncentricidjdnak haszndlatakor jelentkezik (ECsp nagyobb, mint 600 pM).
Feltételezve, hogy 500 uM TPEN jelenlétében a SERCA-pumpa gatldsa mintegy 45%-os,
mely gatlds elegendé az SR-gjratoltés megakaddlyozdsdhoz, logikus elvardsnak tiint a
kordbban leirt pumpagatlok alkalmazdsa soran (példaul TG, Sarkozi és mtsai., 2000), vagy
megndtt SR elcsorgds (,,leak™) esetén a magasabb [Ca®™]i. E jelenségek hidnya miatt csupan a
magas koncentracioban alkalmazott TPEN 4ltal t6rténd RyR direkt gatldsaval magyardzhat6 a

jelentdsen lecsokkent SR kalciumfelszabadulas.

Osszegzésként megallapithaté, hogy a Ca**-release csatorna maximdlisan aktivalhaté
magas cis [Ca®*] esetén 50 uM TPEN adltal, mig pozitiv membranpotencidl értékeknél
magasabb [TPEN] alkalmazdsakor egyértelmii gatlds jelentkezik. A lipid bilayer-eken kapott
adataink rdmutattak arra, hogy a TPEN aktival6 hatdsa a cis [Ca®"] fiiggvénye, de a pontos
hatdsmechanizmus tisztdzatlan maradt. Minden bizonnyal kizdrhat6 a Ca®* pufferelése a
kelator altal, hiszen a bilayer mérések sordn kiilonos figyelmet szenteltiink a szabad [Ca®™]

konstans értéken valo tartdsara, valamennyi tesztelt [TPEN] esetén.

Adataink alapjan a TPEN egy lehetséges hatdsmechanizmusiat a kovetkezOképpen

irnank le: feltételezve, hogy a szer érzékenyiti a RyR-okat, a Ca’* révén felviltva aktivdlva és
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inaktivdlva azokat, a novelt TPEN-koncentracié egyre inkabb balra tol6dast eredményez a
harang alakd aktivacids-inaktivacios gorbén (Sarkozi és mtsai., 2000). Alacsony [Ca2+] —nal
novelve a pufferkoncentraciét, novekvo aktivaciot figyelhetiink meg, amely a harang alakid
gorbe felszallé szdran jelentkezik. Magasabb [Ca®*]-ndl a Ca’*-aktivdciés és -inaktivédcids

gorbe leszalld szardndl a magasabb [TPEN] esetén gatlds figyelhetd meg.
VI1.4. Kalciumfelszabadulasi események PMI allatmodellen

A PMI 4llatok Ca**-homeosztazisét illetden az irodalmi adatok viltozatosak. Perreault
és mtsai. (1993) csokkent SR Ca2+—felszabadula’1srél, lelassult SR Ca2+—visszavételr61, és
csokkent erdkifejtésrél szamolt be patkdny EDL izmon, krénikus szivelégtelenség esetén.
Ezzel ellentétben, Lunde és mtsai. (2006) valtozatlan rangési- és tetanusz-erdrdl szamolt be
patkany FDB rostokon, mig a lassi soleus izom moddosult kontraktilis tulajdonsdgokkal

rendelkezett.

Ward és mtsai. 2003-ban publikdltdk az els6 egyedi rostokon végzett kisérleteket, és
tanulmanyukban az elemi események mddosult tér- és iddbeli tulajdonsdgairdl szamoltak be.
Munkdjuk sordn kimutattdk, hogy krénikus szivelégtelenségben a vazizom tipusi RyR
hiperfoszforilacidja kovetkeztében az FKBP12 levalik a RyR-r6l. Az FKBP-mentes csatorndk
szinkronizdlatlanul miikodnek (sériil a ,,coupled-gating”), és a monomerek Osszehangolatlan
mikodése miatt szubkonduktancia-dllapotokat produkdlnak. Ezek a valtozdsok a CRU
szintjén a spark amplitiddjanak csokkenéséhez, és az emberdk ardnyanak novekedéséhez
vezethetnek, ami megmagyardzza az izom kontrakcids erejének csokkenését is. Az eddig
rendelkezésre 4116 irodalmi adatok alapjan szdmitdsba jon, hogy az ellentmondédsok oka a
kiillonbozd kisérleti koriilményekben rejlik. Egyes friss kutatdsi eredmények azt sugalljék,
hogy extrém magas lumindlis [Ca**]-k (53 mM) csokkentik a RyR FKBP irdnti affinitdsét
(Laver és mtsai., 2004).

Munkacsoportunk altal elvégzett toltésmozgas- és depolarizacié-indukalt Ca**-tranziens
kisérletek soran (Szigeti és mtsai., 2007) azt taldltuk, hogy a toltésmozgas fesziiltségfiiggése
nem mutatott véltozdst a kontroll csoporthoz képest, viszont az SR Ca**-felszabadulds
jelentdsen lecsokkent, a fesziiltségfiiggése pedig balra tolédott, a pozitiv fesziiltségértékek
felé. A lecsokkent SR Ca®*-felszabadulds hétterében 4llé torténések megértése érdekében
elemi eseményeket rogzitettiink permeabilizdlt izomrostokon. A myocardialis infarktuson

atesett allatok esetén mindkét elemi esemény tipus (spark és ember) megfigyelhetd volt, azzal
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a kiilonbséggel, hogy az emberdk sparkokhoz viszonyitott relativ ardnya szignifikdnsan

nagyobb volt a kontrollban rogzitett események azonos ardnydhoz képest.

Az események amplitidéja lecsokkent (3. tdbldzar), és a Ca**-fluxus is kisebb volt a
PMI rostokban (1,42+0,25 pm’ms’ vs 2,59+0,24 pm’ms’). Konzekvens médon a
megnovekedett cstics eléréséhez sziikséges 1d6 (TTP) mellett, a sparkok rise time-ja is
megndtt (valdszinlileg az alacsonyabb amplitid6 miatt). Ezen adatok alacsonyabb SR
tartalomra utalnak, vagy a RyR-ok mddosult miikkodésével magyardzhatok. Annak ellenére,
hogy nemrégiben a mitokondriumok szerepe is széba keriilt a sparkok tér- és iddbeli
profiljanak jellemzésében (De Sousa és mtsai., 2000), a globalis Ca**-tranziens kialakitdsaban
foglalt minimadlis szerepe valamint a myoplasma magas pufferkapacitdsa miatt igy gondoljuk,

hogy kisérleteinkben a mitokondriumok szerepe minimalis.

Intézetink mésik munkacsoportja megvizsgdlta a Ca’*-release csatorna egyedi
tulajdonsagait lipid bilayer-be dgyazott receptorokon, fesziiltség-clamp koriilmények kozott
(Szigeti és mtsai., 2007). Azt talaltdk, hogy a receptor konduktancija nem valtozott negativ,
viszont megnétt pozitiv membréanpotencial értékek esetén. A Ca**-szenzitivitést leiré harang

alaku gorbe szélesebbnek bizonyult a PMI dllatok estén.

Mivel a RyR-ok konduktancidja negativ membréanpotencidl ért€ékeknél valtozatlan, az
SR Ca**-tartalom (Ward és mtsai., 2003 munkdja alapjin) szintén valtozatlan kontroll és PMI
allatok esetén, a csokkent amplitidé és az SM értékek, valamint a spark-ember arany
megvaltozasa arra engednek kovetkeztetni, hogy egy spark alatt, az egyszerre megnyilé RyR-
ok atlagos szdma, a Ca® hajtéereje, vagy mindkettd lecsokken kronikus szivelégtelenség
esetén. Ezen adatok talin megmagyardzhatjdk a kronikus szivelégtelenségben jelentkezd

csokkent vazizom-kontraktilitast.
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VII. Osszefoglalas

Kisérleteink célja a tenyésztett, valamint felndtt emlds, illetve béka vazizomsejtek Ca®*-
homeosztazisa, globdlis és lokdlis kalciumfelszabaduldsi eseményeinek vizsgalata volt egy
alacsony affinitdsi nehézfém-keldtor, a TPEN jelenlétében. Vizsgdlni kivantuk még a
kalciumfelszabadulds hétterében all6 elemi eseményeket egy a krénikus szivelégtelenséget
modellezd dllatmodell, a PMI patkdanyok esetén.

Kimutattuk, hogy tenyésztett C2C12 egér myoblastokban a sejtek védlaszkészsége, és a
Ca”*-tranziensek amplitidéja fokozédik alacsony TPEN-koncentrdcié hasznalatakor (20,
50 uM), mig egy nagysagrenddel magasabb koncentraciéban (500 uM) a szer a depolarizacio-
, illetve agonista-indukalt Ca**-felszabadulds gatlasit eredményezte.

Tovdbbi  kisérleteinkben sikeriilt ~meghatdrozni az egész sejtre kiterjedd
kalciumfelszabaduldsok hétterében 4all6 elemi kalciumfelszabaduldsi események jellemzd
paramétereit emlds, valamint béka vazizomban. Kimutattuk, hogy béka izomrostok esetén
csokkentett [Mg2+]i mellett, alacsony koncentracioban a TPEN megvaltoztatja ezeket a
paramétereket, noveli az események el6forduldsi valdszinliségét, valamint a térbeli
kiterjedést, csokkenti az amplitidot; de legérdekesebb megfigyelés az volt, hogy tovaterjedd
eseményeket eredményez. A makrosparkok soha nem voltak megfigyelheték enyhén
megemelt [Mg**]; hasznalatakor vagy emlés rostok esetén.

Patolégids koriilmények kozott, példaul kronikus szivelégtelenségben, a Ca®*-
homeosztazis zavara kovetkezik be, toviabba megvaltozik az elemi események eldfordulasi
aranya is. Az altalunk vizsgalt PMI patkdnyokban az emberok gyakrabban fordultak eld, mint
kontroll koriilmények kozott; tovdbba az egyidejlileg megnyilé csatorndk szdma is
szignifikdnsan lecsokkent.

Ugy gondoljuk, hogy eredményeink hozzdjarulhatnak a TPEN hatdsmechanizmuséanak
megértéséhez, amely igy a vézizomsejtek Ca’*-homeosztdzisinak jobb megismeréséhez vezet

normadl, valamint patoldgids koriilmények kozott.
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Summary

Our experiments aimed at the investigation of the calcium homeostasis of cultured
skeletal muscle myotubes and adult mammalian and amphybian skeletal muscle fibers in the
presence of a low affinity heavy metal chelator — TPEN. We were also interested in studying
the properties of elementary calcium release events in a chronic heart failure rat animal
model.

On C2C12 mouse myotubes in culture, we have shown that low concentrations (20, 50
uM) of TPEN increased the responsivness and the amplitude of Ca**-transients. In contrast,
when applying the drug in higher concentrations (500 uM), it seemed to suppress not only the
removal of Ca®* from the myoplasm but also the peak of the depolarization- and agonist-
induced Ca®* transients and the underlying Ca**-flux.

Further experiments carried out on mammalian and amphybian single skeletal muscle
fibers were meant to investigate the properties of the building blocks of the global Ca**-
release, namely the elementary calcium release events (ECRE). On amphybian skeletal
muscle fibers we have shown that in the presence of lowered [Mg2+]i, low concentraction of
TPEN (50 uM) altered the characteristic parameters of ECRE, increasing the frequency and
the FWHM, decreasing the amplitude, but most importantly, evoking travelling sparks. These
travelling sparks (also called macrosparks) were never observed in case of mammals or when
using slightly increased [Mg*];.

Several studies have reported that under pathological conditions, like chronic heart
failure, characterized with altered Ca”**-homeostasis properties, the ECREs are showing
modified freqvencies. In our hands, confocal microscopy experiments carried out on single
skeletal muscle fibers obtained from a CHF animal model, confirmed these observations. The
spark-ember ratio changed dramatically compared to the control group, along with the
number of simultaneously opening channels, which were significanly decreased in the PMI
rats.

Taken all this together, we think that our data can contribute to the better understanding
of the putative effects of TPEN on the calcium release mechanism, and with this to elucidate
certain aspects of Ca**-homeostasis in skeletal muscle cells under normal and pathological

conditions.
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