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Bevezetés

Az intracellularis kalcium koncentracié ([Ca?']i) valtozasai alapvetd és altalanos
szabalyozd szerepet jatszanak a sejtmikodés szabalyozasaban gyakorlatilag minden
szervben és szbvettipusban. A Ca?* e kiemelt szabalyozd szerepét tobb tényezének
koszonheti. Egyrészt bivalens toltése miatt konnyen kotdédik szerves molekulakhoz,
tovabba ugyenez okbdl kifolydlag transzport fehérjék (ioncsatornak ill. mobil carrierek)
nélkiil nehezen jut 4t a sejtmembranon. igy a sejtek viszonylag hatékonyan képesek
az [Ca?']-t alacsony szinten tartani, ami elengedhetetlen feltétele az [Ca?*]
robbanasszerii megnovekedésének, ami a stimulus eredményeként bekovetkezd
legfontosabb jelatviteli Iépés.

Munkam soran két jol korilhatarolt teriletet vizsgaltam az [Ca?*]i valtozasok
szabalyozd szerepével kapcsolatban. Az egyik kisérletsorozatban a vazizom
szarkoplazmatikus retikulumaban (SR) talalhatdo Ca?*-csatornak (rianodin receptor,
RyR1) agonista molekulainak kulénb6zé tipusait vizsgaltam dsszehasonlitva azok
hatasat hatékonysaguk és szelektivitasuk szerint. Munkam tovabbi részében a
nyaltermelés szabalyozasanak Ca?*-fliggé aspektusait elemeztem, melynek
eredményeként egy uj, médositott nyalszekrécios modellt sikerult megalkotni, ami az

eddigieknél pontosabban irja le a szekrécids folyamatot.



Célkitiizések

A vazizmon végzett kisérleteink soran a harom vizsgalt klorokrezolnak a RyR1
csatornara és a SERCA pumpara iranyulé hatasat kvantitativ médon hasonlitottuk
O0ssze abbdl a célbdl, hogy kivalasszuk a RyR1-re hato legszelektivebb agonistat.
Ehhez lipid kettésrétegbe agyazott RyR1 receptorokon ionaramokat mértiink, SR-bél
izolalt nehéz és konnyl membran vezikulakon Ca?*-transzport kisérleteket és ex vivo
vazizom kisérleteket végeztunk.

A nyalmirigy acinus sejtjein végzett méréseink korabbi tajékozodo kisérletek
eredményeire épulnek, amelyek alapjan joggal feltételezhettliik, hogy a jelenleg
kanonikusan elfogadott nyalszekréciés mechanizmus pontositasra szorul. Ezt a
pontositast tlztlk ki célul az acinus sejteken végzett elektrofizioldgiai €s morfologiai

kisérleteinkben.



Irodalmi attekintés

A rianodin receptor

A rianodin receptor (RyR) a szarkoplazmatikus retikulum ligand fugg6é kalcium
csatorndja. A RyR miikodését szamos endogén tényez6 (Ca?*, Mg?*, nukleotidok) és
exogén tényez6 (metilxantinok, fenol szarmazékok, ezen belll kiléndsen a krezolok)
modosithatja.

A Ca?*a RyR1 legfontosabb természetes regulatora, mivel a RyR1 mas ligandjai vagy
képtelenek aktivalni Ca?* hianyaban a csatornat, vagy a maximalis hatas kivaltasahoz
Ca?*-ot igényelnek. A csatorna nyitvatartasi valoszinlisége (Po) és a Ca2*-koncentracio
kozott haranggorbe alaku 6sszefliggés van. Nanomolnyi Ca2*-koncentracional a Po
kozel nulla. A citoszolikus Ca?* koncentracié 50-100 uM-ig aktivalja RyR1-et, mig ennél
magasabb Ca?*-koncentracié gatolja a csatornat (ICso = 300-500 yM) (Smith et al.,
1986; Sarkozi et al., 2000; Szigeti et al., 2007). A Ca?* hatasa egy aktivalo és egy
alacsony affinitasu, gatlo kétéhellyel magyarazhatd, melyek a fehérje citoplazmatikus
oldalan helyezkednek el.

A Mg?* mikromdlos koncentraciéban gatolja a RyR miikodését. A Mg?* gatlo hatasa
azzal magyarazhatd, hogy a Mg?* a Ca?*-kotéhelyekhez koétédve zarja a csatornat
(Smith et al., 1986; Jona et al., 2001).

Az adenin-nukleotidok aktivaljak a RyR csatornat. A leghatékonyabb aktivatornak az
ATP bizonyult, hatékonysag szempontjabdl ezt koveti az ADP, AMP és a cAMP. A
csatorna maximalis aktivaciojahoz a Ca?* és az ATP szimultan jelenléte sziikséges
(Meissner, 1994; Zucchi and Ronca-Testoni 1997).

A metilxantinok kozul a koffein noéveli a RyR1 nyitvatartasi valdszinliségét, ezért
izomkontrakturat hoz létre. Po-ndvel6 hatasat a Ca?*-aktivacios helyek
érzékenységének novelésével éri el. Erre utal az is, hogy a 0,5-2 mM-ban alkalmazott
koffein uM korili Ca?*-koncentraciénal valtja ki aktivald hatasat, mig 5-10 mM-os
koncentracidban alkalmazva mar pikomolos Ca?*-koncentracional is folyamatosan
nyitva tartja a RyR1-et. A tobbi metilxantin a koffeinhez hasonlé hatassal rendelkezik.
A metilxantinok hatasossagi sorrendje a kovetkezd: methylxantin > theobromin ~
theophylin > koffein ~ dimethylxantin (Zucchi and Ronca-Testoni, 1997). Kisérletes
korilmények kozott a legszélesebb korben hasznalt RyR1-agonista a koffein, mely

felbecsulhetetlen értékl informaciét szolgaltatott a RyR1 izommikodésben betdltott



szerepérél (Endo, 1975; Fryer and Neering, 1989; Allen and Westerblad, 1995;
Hermann-Frank et al, 1999). De a koffein tavolrdl sem idealis kisérleti eszkdz az
izommUkodés szabalyozasanak vizsgalatara, részben mert az er6sen hidroféb
molekulat nehéz kimosni és csak nagy (tobb mM) koncentracioban idéz elé Ca?*
felszabadulast (Westerblad et al., 1998; Wendt and Stephenson, 1983). Raadasul
szelektivitasa sem megfeleld, mivel tovabbi hatasokkal is rendelkezik:
foszfodieszteraz-gatld tulajdonsaga réven noveli a rostban a cAMP szintet, fokozza a
myofibrillumok Ca?* érzékenységét, megvaltoztatia a SERCA, az IP3 receptorok
tovabba szamos ioncsatorna mikodését (Hirose et al., 1993; Zahradnik and Palade,
1993; Islam et al., 1995).

A fenol szarmazékok nagy szerepet jatszanak a gyogyaszatban, gydgyszeriparban,
kozmetikumok el6allitasaban és festékekben. A legtébb természetes
fenolszarmazékot antifungalis és antibakterialis hatasa miatt alkalmazzak, mint példaul
a timolt és annak szerkezeti analdgjait (karvakrol, vanilin, cineol). A timol az
anesztezioldgiaban is megjelenik, mint a halotan tartdsitd és stabilizalé vegyullete. A
kozmetikai iparban és gyogyaszatban az eugenolt és anizsaldehidet kellemes illatuk
miatt is alkalmazzak. A timol submillimolaris koncentraciéban Ca?*-felszabadulast valt
ki a vazizombdl izolalt SR vezikulumokbdl. Sarkdzi és munkatarsai a természetes fenol
szarmazekok hatasat vizsgaltak a vazizom SERCA pumpajan és RyR1-én.
Eredményeik alapjan a timol és a karvakrol gatolta legintenzivebben az SERCA
pumpat, mig a RyR1 aktivalasan keresztiil koncentracié-fliggé modon Ca?*-
felszabadulast indukalt a vazizom nehéz SR vezikulaibdl. Atimol és karvakrol fokozzak
a Ca?*-csatorna nyitvatartasi valoszinliségét. A timol j6 oldhatosaga, a kisérletek
ismételhetésége és alacsony hatasos koncentracioja (kd=160 uM) miatt, akar idealis
RyR1 agonista is lehet (Sarkozi et al., 2007).

A krezolok olyan fenolszarmazékok, melyek benzol gylrijéhez egy metilcsoport és
egy hidroxil csoport kapcsolddik. Attol figgben, hogy az emlitett funkcionalis csoportok
egymashoz képest hogyan helyezkednek el a benzol gylrin, harom izomert
kulonboztetunk meg: orto-krezolt, meta-krezolt és para-krezolt. Ezek klorozott
valtozatai a klorokrezolok.

A koffein hasznalata altal okozott technikai nehézségeket jelentés meértékben
kikiszobolhetjuk a koffeinnél sokkal specifikusabb RyR1 agonistak, a klorokezolok
alkalmazasaval. A klorokrezol molekula egy benzol gylribe szubsztitualt hidroxil
csoportot, metil csoportot, valamint egy klér atomot tartalmaz. Ezek egymashoz



viszonyitott pozicidja alapjan megkuldnbdztetjik a 4-kloro-orto-krezolt (4-COC), a 4-
kloro-meta-krezolt (4-CMC), és a 3-kloro-para-krezolt (3-CPC).

Korabbi tanulmanyok szerint a 4-CMC, melyet gyogyszerekben tartositoszerként
hasznalnak, néveli a tricialt ryanodin kétédését a nehéz SR vezikulumokhoz, azokbdl
Ca?*-felszabadulast valt ki és noveli a RyR1 csatornak nyitvatartasi valoszinliségét,
valamint hatékonyan gatolja az SR Ca?* ATP-azt (Zorzato et al., 1993; Tegazzin et al.,
1996; Herrmann-Frank et al., 1996). A 3-CPC és a 4-COC szelektivitasa RyR1-en és
a SERCA pumpan mindeddig tisztazatlan, bar arra talaltam adatot, hogy a 4-CMC
gatolia a SERCA miikddését (Al-Mousa and Michelangeli, 2009). Az eltérd
molekulaszerkezetek alapjan varhatd, hogy a kulonbozé szerkezetl klorokrezolok
eltér6 mértékben stimulaljak a RyR1-et illetve gatoljak a SERCA-t, tovabba kiuldnbség
lehet a vegylletek szelektivitasaban is. Kisérleteink célja ezen kllénbségek feltarasa
volt, ami lehetbvé teszi a leghatékonyabb és legszelektivebb RyR1 agonista

kivalasztasat.

Az SR Ca?* pumpa miikodése

Az SR-be a felszabadult Ca?*-ot egy aktiv transzportfolyamat juttatja vissza. A SERCA
mikodése soran az egyik legfontosabb lépés az enzim foszforilalasa, amely egy
atmeneti Ei-E2 konformaciovaltozashoz vezet. Egy ATP hidrolizise kapcsan az Ei-
konformacids allapotu fehérje két Ca?*-ot juttat az SR longitudinalis tubulusaba. Ezt
kovetéen a Ca?*-ot kotott fehérije Mg?* jelenlétében ATP-t hidrolizal, mely soran a
pumpafehérje foszforilaldédik, ezen folyamat stabilizélja a pumpa E2 konformacios
allapotat. A SERCA a nagy affinitasi Ca?*-transzportrendszerekhez tartozik (Km kb.
400 nM), emiatt a pumpa aktivitdsa Ca?*- fliggd, amelynek koncentracié-optimuma 2

uM Ca?* kordl van.

A parotis acinus sejtjeinek strukturaja

A parotis piramis alaku serosus acinus sejtjei szerkezetileg és funkcionalisan is
polarizaltak. Tevékenységuk eredménye a primer nyal.

A polarizaltsag eredményeként az acinus sejtek membranja is két részre oszthat6. A
sejt lumen felé tekintd kisebb felszinnel rendelkezd része az apikalis (luminalis)
membran, ahol a szekrétummal telt vezikulak helyezkednek el. A folyadék és
enzimszekrécio a luminalis membranon keresztil a lumen felé térténik. A sejt lamina

bazalis felé tekint6 relative szélesebb része a basolateralis membran. Az apikalis



membran kiterjedése korabbi becslések szerint a telies membranfelszin aranylag kis
részeét teszi ki. A polarizalt szerkezeti acinus sejtek funkcionalisan is polarizaltak, ami
azt jelenti, hogy a transzporterek és ioncsatornak elhelyezkedése is eltér6 a
bazolateralis és az apikalis membranon. A nyalmirigyek acinus sejtjei allitjak el6 a
primer nyalat, mely izozmotikus folyadék. A folyadék- és enzimszekrécié az apikalis
membranon keresztul torténik. Az acinus sejtek kozotti mechanikus kapcsolatért a
zonulla ocludens (ZO) a felel6s, mas néven tight junction (TJ) sejtkapcsold struktura.
A TJ az apikalis membran kozelében talalhato, szinte ovszerlen helyezkedik el a
sejten. A TJ a sejtek kozotti kapcsolaton tul szerepet jatszik a membranfehérjék
lateralis diffuzidjanak a megakadalyozasaban, megtartva az acinus sejtek polarizalt
felépitését (Tsukita et al., 2001; Baum, 1993).

Az acinus sejteket paraszimpatikus és szimpatikus posztganglionaris rostok idegzik
be. A reflex mechanizmus a paraszimpatikus posztglanglionaris rostok
idegvegz6déseibdl acetil-kolint (ACh) szabadit fel. Az ACh Ms tipusu ACh-receptorhoz
kapcsolodik, ami az acinus sejtek bazolateralis membranjaban talalhaté (Melvin et al.,
2005; Cook et al., 1994). A receptor aktivalédas eredményeként végul IP3 keletkezik.
Az IP3, mint masodlagos hirvivé az endoplazmas retikulumon (ER) lév6 IPs
receptorhoz kapcsoléodva Ca?* felszabadulast eredményez (Clapham, 1995;
Ambudkar, 2000; Bootman, 2001). Az ionmozgasokat a nyalmirigy acinus sejtekben
bekovetkezd paraszimpatikus stimulacié hatasara megnovekvé intracellularis Ca?*
koncentracio inditja be, mely soran megnyilnak az acinus sejt luminalis régidjaban
elhelyezkedé Ca?*-fliggé CI- -csatornak (Bootman, 2001; Iwatsuki et al., 1985;
Maruyama et al., 1986; Maruyama et al.,, 1983; Petersen, 1992; Petersen and
Gallacher, 1988). Ezeket a csatornakat TMEM16A-ként azonositottak (Yang et al.,
2008; Romanenko et al., 2010).

Anyalszekréciot leird jelenlegi modell szerint a folyadékszekrécio hajtderejét az acinus
sejtek basolateralis membranjaban elhelyezkedé Na*/K* pumpa illetve az altala
felépitett Na* -gradiens adja, amit egyérteimiien bizonyit, hogy ouabainnal a
nyaltermelés teljes mértékben felfliggeszthetd (Petersen and Poulsen, 1967; Poulsen,
1974; Silva et al.,, 1977). Na*' gradiens terhére a Na*/K*/2CI elektroneutralis
kotranszporter a bazolateralis membranon keresztul Cl-ot juttat az intracellularis térbe
(Evans et al., 2000; Martinez et al., 1983; Novak et al., 1986). Azonositottak egy
tovabbi bazolateralis kloridfelvételi utvonalat is, mely két anitporter, a Na*/H*
exchanger (NHE1) és a CI/HCOs csere (AE2) koordinalt mikodésével valdsul meg,



de ennek jelentdsége egyelbre vitatott (Catalan et al., 1999; Nakamoto et al., 2007). A
modell szerint csak az intracellularis CI- koncentracio emelkedik meg, mert a
Na*/K*/2Cl- transzporter altal bevitt Na* és K* gyakorlatilag korforgast végeznek a
bazolateralis membranon keresztll. A belép6 Na*-ot a Na*/K* pumpa tavolitja el, mig
a K* K*-csatornakon keresztul tavozik -mindkett6 a bazolateralis membranon
keresztil. A CI- a luminalis membranban lévé Ca?*-fligg6 Cl- csatornakon elektrokémiai
gradiense iranyaba az acinus lumenébe aramlik, ennek kovetkeztében az acinus sejt
lumene elektronegativva valik, ezért elektromos gradienst hoz létre a Na*-ok szamara
(Kasai et al., 1998). A primer szekrétum kialakulasa soran az interstitiumbdl Na* 1ép a
lumenbe paracellularis utvonalon. Az acinus lumenében ily mddon belépd Cl- és Na*-
ok paracellularis vizbearamlast indukalnak, igy a primer nyal izozmotikus lesz
(Begenisich and Melvin, 1998). A modell Iényeges eleme, hogy a sejtbe kilénb6zb
mechanizmusok segitségével belépd K™ a pumpaval azonos, azaz a bazolateralis
oldalon, konduktiv K*-csatornakon keresztul hagyja el a sejtet.

A folyamat soran a Cl- szamara az elektrokémiai hajtoeré allandd, mivel a Ca?*-fligg6
K*-csatornak (Kcaz+) ellenarama folyamatosan biztositja a negativ membranpotencialt.
A K* legalabb kétféle K*-csatornan keresztil juthat vissza az intersticiumba: a nagy
konduktanciaju Kcaz+ (BK, KCa1.1) valamint a kbzepes konduktancigju SK4 csatornan
(KCa3.1) at. Az SK4 Ca?*-fliggé K*-csatorna, a BK pedig Ca?* és fesziiltség-fiiggd
maodon is szabalyozott (Nehrke et al, 2003; Romanenko et al., 2007). A nyalszekrécio
soran a Ca?*-fliggé K*-csatorndk szerepe tehat az, hogy a ClI- szamara éallando
elektrokémiai hajtoerét biztositson, igy a Kcaz2+ ellenarama folyamatosan fenntartja a
negativ membranpotencialt. A K*-okat Na*/K* ATP-az pumpalja vissza az acinus
sejtbe. A Kcaz+-nak fontos szerepére utal, hogy a folyadékszekrécios folyamat a Kcaz+
csatorna gatlé paxillinnel valamint ouabainnal is felfiggeszthet6. Fentiek értelmében
a Ca?*-fligg6 szekrécio szabalyozas azon alapszik, hogy az intracellularis Ca?*-
koncentraci6 novekedése a folyamatos szekrécidhoz szikséges Cl- és K* és
csatornakat egyarant megnyitja. Korabbi kutatasi eredmények szerint a Kcaz+
csatornak a sejtek bazolateralis membranjaban foglalnak helyet. A jelenlegi
nyalszekrécios modell ezzel magyarazza, hogy a primer nyal K*-ban szegény, és a
Na*/K*ATP-azt a Kca2+ csatornaval megegyezd helyre, a bazolateralis membranba
helyezi (Catalan et al, 2009; Mangos et al., 1973; Almassy et al., 2012).
Dolgozatomban bemutatott eredményeink ezt a klasszikus nyalszekrécios modellt

kérd6jelezik meg, mivel jelentés mennyiségl Kcaz+ csatorna és Na*/K* pumpa
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funkcionalis jelenlétét bizonyitjdk a luminalis membranban. A transzport fehérjék
morfologiai- és funkcionalis vizsgalataval kapott eredményeink alapjan egy Uj

nyalszekrécios modellt készitettink.
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Modszerek

A vazizom Ca?* transzportereinek vizsgalatara alkalmazott médszerek

SR mikroszéma preparatumok készitése nyul vazizombol

Az SR terminalis ciszternait tartalmazé mikroszoéma frakciot (nehéz SR vezikulumok,
HSRV) és a longitudinalis tubulusok vezikulumait (konnyl SR vezikulumok, LSRV)
nyul vazizombdl izolaltuk differencial centrifugalas és cukor gradiensen torténd
centrifugalas segitségével (Sarkdzi et al.,, 2007). Az LSRV SERCA pumpat, mig a
HSRV RyR-t és SERCA pumpat egyarant tartalmaz.

Kalcium felszabadulas mérése SR vezikulumokbdl

A nehéz SR vezikulumokat pufferben (92,5 mM KClI, 18,5 mM MOPS, 1 mM MgClz, 1
mM ATP, és 250 uM antipyrylazo Ill, pH=7,0), Uvegkuvettaban diszpergaltuk
(Rousseau et al., 1987). Az oldat extravezikularis Ca?* tartalmat a metallokrom Ca?*-
indikator festék, az antipyrylazo Il transzmittanciajanak segitségével kovettik 710 nm-
en egy Spex-Fluoromax tipusu spektrofluoriméterrel. A kisérlet elején a nehéz SR
vezikulumokat Ca?*-mal a SERCA pumpa segitségével megtoltottik. Miutan a Ca?*-
felvétele befejédott, klorokresolok kiilonb6z6 dozisaival Ca?*-felszabadulast valtottunk
ki. Az adatok értékelésekor a felszabadulé Ca?* mennyiségét és a Ca?* felszabadulas

sebességét hataroztuk meg.

lonaram mérések RyR1-csatornakon

A csatorna aktivitast mesterséges sik lipid kettésrétegbe agyazott RyR-okon, az
ionaram mérésével kovettik. A RyR-t nehéz SR vezikulumok sik lipid membranba val6
fuzionaltatasaval épitettik be (Sarkozi et al., 2007). A lipid kettésréteget egy delrin
anyagu csésze (mér6ékamra, Warner Instruments Inc.) falaba furt, 200 ym atmeéréja
lyukon alakitottuk ki, ami igy két oldatrészt valasztott el. A mér6kamra méréoldatot
tartalmazott, amelynek &sszetétele a kdvetkezé volt: 50 mM CsCH3z03S, 100 uM
KeH2EGTA, 150 upM CaCl;, 20 mM HEPES, pH=7,2. A lipid oldat
phosphatidylethanolamint, phosphatidylserint €s phosphatidylcholint tartalmazott 5:4:1
aranyban és n-decanban volt feloldva, 20 mg/ml koncentraciéban. A RyR1 sikeres
beépitése utan a szabad Ca?* koncentraciot a cis oldalon EGTA hozzaadasaval 50

MM-rél 100 nM-ra csokkentettik, majd a RyR1 citoplazmatikus oldalanak megfelel6é
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oldatfélhez klorokresolt adtunk a kivant koncentraciéban. Az ionaramokat Axopatch-
200 er6sité segitségével detektaltuk, majd 1 kHz-en egy 8-pdlusu Bessel szirével
szlrtik és 3 kHz-en digitalizaltuk. Végul az aramjeleket pCLAMP 6.03 szoftver (Axon
Instruments) segitségével rogzitettik. A csatornak nyitvatartasi valdszinlségét

Clampfit 10 szoftverrel hataroztuk meg.

ATP-az aktivitas mérése

Az LSRV vezikulumok ATP-az aktivitdsat kapcsolt enzim assay-vel hataroztuk meg
egy 100 mM KCI, 20 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl;, 5 mM ATP, 0,42 mM
phosphoenolpyruvat, 1 yM A23187 ionofor, 0,2 mM NADH, 7,5 U/ml pyruvatkinaz, és
18 U/ml lactatedehydrogenaz tartalmu kdézegben (pH=7,5, t=37°C). Az assay-t 1 yM
ionizalt Ca?* mellett végeztiik, hogy biztositsuk a maximalis SERCA aktivitast. A teljes
hidrolitikus aktivitast a NADH 340 nm-en mért abszorbcios csucsanak optikai denzitas-

csokkenésén keresztul mértuk (Sarkozi et al., 2007).

Vazizom kontraktilitdsanak mérése

A patkanybdl kimetszett extensor digitorum longus izom egyik inat a mérékamra
aljahoz, mig a masikat az erbmérd (transzducer) karjahoz rogzitettik fuggéleges
pozicidban. Az izomtonust izometrias korulmények kozott mértuk, miutdan az izom
el6terhelését 10 g-ra allitottuk be. A mérékamra Tyrode oldatot tartalmazott, melyhez

kilénbdz6 koncentraciéban 4-COCt adagoltunk.

Parotis acinus sejtek vizsgalatara alkalmazott médszerek

Parotis acinus sejtek izolalasa

Elektrofiziolégiai mérések céljara a parotis acinus sejteket a parotis szdvetének
enzimatikus emésztéseével allitottuk el (Martinez and Cassity, 1983; Romanenko et
al., 2010; Thompson and Begenisich 2006). A ledlt egerekbdl a parotis mirigyeket
gyorsan eltavolitottuk, éles olléval finomra apritottuk és 37°C-on vizfirdében 8 percig
razva 28 ug/ml trypsinnel emésztettik. Ezutan a szdvetet trypsin inhibitorral mostuk,
majd 40 percig tovabb emésztettik 10 ml 0,18 Winsch egység/ml Liberase TL,
kollagenaz tartalmu enzimkeverékben (Roche Diagnostics GmbH). A mosas utan
Liberase-emésztést tovabbi 20 percig végeztuk. A parotis sejteket szeroldgiai

pipettaval torténd trituralassal valasztottuk szét.
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Immunocitokémia

Az acinus sejthalmokat rogton az izolalas utan jéghideg methanolban fixaltuk
(szuszpenzidként 15 percig). Ezutan a sejteket centrifugalassal 6sszegydjtottuk, majd
3% BSA-t tartalmazé PBS-ben (foszfattal pufferelt sdoldat) blokkoltuk. Ezutan 1:250,
1:50 és 1:100 higitasban a kovetkez6 antitestek egyikével kezeltuk: Na*-K* pumpa
antiszérum (Abcam), IPsRs antiszérum (BD Biosciences), és TMEM16A antiszérum
(Santa Cruz Biotechnology Inc). PBS-ben torténd mosast kovetéen a sejteket Dylight
488 16 nyul elleni, Cy3 kecske egér elleni és Dylight 488 16 kecske elleni masodlagos
antitestekkel kezeltik (ThermoFisher Scientific Inc.) 1:2000 vagy 1:1000 higitasban.
Tobbszori mosas utan a sejteket Zeiss 510 Meta (Carl Zeiss Microscopy GmbH)

konfokalis mikroszkép segitségével vizsgaltuk.

Immunohisztokémia

A parotis szovetet standard hisztokémiai protokoll szerint készitettik el6
immunfestéshez. A Na*-K* pumpa elleni antitestet (Abcam) egy éjszakan keresztul
4°C-on 1:100 higitasban alkalmaztunk. Ezt kdvetéen a sejteket Dylight 488 16 nyul

elleni masodlagos antitesttel kezeltuk.

lonaramok mérése parotis acinus sejteken

A patch-clamp technika teljes sejtes konfiguracidoban végzett kisérletek soran az
ionaramokat Digidata 1322A A/D kartya altal vezérelt Axopatch 200 tipusu er6sitd
(mindkettd: Axon Instruments Inc) segitségével rogzitettik. A mintavétel 50 kHz
frekvenciaval tortént és az aramjeleket 8 péusu Bessel szlrével 5 kHz-en szilrtuk. Az
adatokat pClamp 9 szoftvercsomag (Axon Instruments Inc.) segitségével gydjtottik és
elemeztik. Az acinus sejtek K*-aramat +40 mV feszlltségen, mig a Cl-aramot -20 mV-
on mértuk. A pipettat intracellularis oldattal toltottuk meg, mely a kdvetkezéket
tartalmazta: 135 mM K-glutamat, 10 mM HEPES, 10 mM NP-EGTA, 2 mM CaCl: és
0,25 mM Fluo-4-K (pH=7,2). A klls6 oldat 6sszetételét ugy valasztottuk meg, hogy
alkalmas legyen a Ca?* fligg6 K* és CI- aramok izolalt vizsgalatara. Ennek megfeleléen
K*-aramméréskor a kulsé oldatban 135 mM Na-glutamat, 5 mM K-glutamat, 5 mM
CaClz, 2 mM MgCl2 és 10 mM HEPES volt (pH=7,2). A ClI- aram mérésekor az
extracellularis oldatban a K*-aramot tetraetiiammoniummal blokkoltuk (az oldatban
ilyenkor 140 mM TEA-CI és 10 mM HEPES volt, pH=7,2). Az aramjeleket pCLAMP
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6.03 szoftver (Axon Instruments) segitségével rogzitettiik. Az aramokat Clampfit 10

szoftverrel elemeztik.

Ca?*-felszabaditas fotolizis segitségével

Az intracellularis Ca?* koncentracio valtozasait a Fluo-4 floureszcencia kovetésével,
egy monokromator alapu képalkotd rendszer (Polychrome 1V) és egy nagy sebességl
CCD kamera (TILL Photonics GmbH.) segitségeével kisértuk figyelemmel. A sejteket
488 nm hullamhosszusagu fénnyel vilagitottuk meg és a fluoreszcenciat egy 525 nm-
es savszirén (Chroma Technology Corp.) keresztll gydijtottik. A képalkotast 40-52 ms
intervallumban 20 ms expoziciés idével végeztuk. A fluoreszcenciaban bekovetkezé
valtozasokat a kezdeti fluoreszcenciara normalizalva adtuk meg: AF/Fo=(F-FO0)/Fo,
ahol F a mért fluoreszcencia és Fo a képsorozat els6 10 kockajanak atlag
floureszcenciaja. A hisztogramokat 4096 egységig skalaztuk be és szinekkel lattuk el.
Az NP-EGTA (kotott Ca?*) fotolizisét villano UV lézer és megfelelé kondenzor
segitségeével vegeztuk (Almassy et al.,, 2012). A 375 nm-es didéda lézert (Toptica
Photonics AG) egy TE200 tipusu mikroszképhoz (Nikon Corp.) csatlakoztattuk egy
optikai szalon és egy UV kondenzoron keresztll (TILL Photonics GmbH.). A l1ézert egy
40-szeres olajimmerziés objektiv (Nikon Corp.) segitségével fokuszaltuk a minta
sikjara. A l1ézerpont fél maximum-intenzitas értékénél a Iézerpont kiterjedése az x és y
sikokban kb. 0,7 uyM, mig a z sikban 2,0 uM volt, amely felbontas elegendéd volt arra,
hogy az acinus sejt egy-egy elére meghatarozott kicsiny terlletét izolaltan
megvilagitsuk. Mindez lehetévé tette, hogy az apikalis és bazolateralis régidokban
izolaltan valtsunk ki fotolizist, azaz okozzunk lokalizaltan Ca?*-felszabadulast. A
sejteket 40-52 ms idétartamokra vilagitottuk meg, a Iézer teljesitményét 4 és 6 mW
kozott szoftver kontrollalta. Az aramjelek rogzitését, a fluoreszcens kép rogzitését és
a lézer expozici6 kioldasat Polychrome 1V illeszt6egység segitségével szinkronizaltuk

és Vision szoftver csomaggal (TILL Photonics GmbH.) iranyitottuk.
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Eredmények

Vazizmon nyert eredmények

Koffein hatasa a Ca?*-felszabadulasra HSR vezikulan

A koffein és a klorokrezolok SR-bél torténd Ca?*-felszabadulasra gyakorolt hatasat
mikroszéma frakciokbol nyert HSR vezikulumokon vizsgaltuk. A HSR vezikulumokat
Ca?* indikator APIII tartalmu pufferben szuszpendaltuk, amelynek segitségével az
extravezikularis tér Ca?*-tartalmat monitoroztuk. Minden kisérlet elején a
vezikulumokat a Ca?* pumpa felhasznalasaval azonos mennyiségii Ca?*-nal toltottiik
fel. Koffein hozzaadasat kdvetbéen az extravezikularis tér relativ transzmittanciaja
szignifikansan lecsdkkent, ha az alkalmazott koffein koncentracioja elérte a 4 mM-t,
annak jeleként, hogy a koffein Ca?*-felszabadulast valtott ki a Ca?*-nal feltoltott
vezikulumokbdl. A koffein hatasara bekdvetkezd Ca?*-felszabadulas sebessége 4 és
8 mM koffein esetében egyforma volt, 16 mM koffein esetén valamivel alacsonyabb
ertéket kaptam. Ezen eredmeények alapjan is tisztan latszik az a régi kisérletes
tapasztalat, hogy a koffeinnel val6 munka nehezen standardizalhaté, hasznalata
farmakoldgiai szempontbdl elénytelen, mivel hatdsa inkabb minden vagy semmi
torvényt kovet, ami felveti egy RyR-re specifikusabb és koncentracio-figgé hatassal
rendelkez6 agonista igényét. Tovabbi munkam soran ilyen, megfelelébbnek tind

jeloltek (a klorokrezolok) hatasat teszteltem a RyR1 és a SERCA pumpa mikddésére.

Klorokrezolok hatasa a Ca®*-felszabadulasra HSR vezikulan

A fentiekhez hasonlé kisérleti feltételek mellett végeztiik a harom klorokrezol molekula
(4-COC, 4-CMC és 3-CPC) Ca?*-felszabadulasra kifejtett hatasanak vizsgalatat. Ebbél
kUvettaba, melyet az extravezikularis kdzeg gyors transzmittancia-esése kovetett
jelezvén, hogy a klorokrezolok Ca?*-ot szabaditanak fel a HSR vezikulumokbdl. A
reakcié specificitasat igazoland6 500 uM klorokrezolt a RyR1-inhibitor rutheniumvérés
(RR, 5 uM) jelenlétében is alkalmaztuk. Ezekben az esetekben elmaradt a Ca?*
felszabadulas, tehat a ruténiumvords el6kezelés a klorokrezol hatasat teljes
mértékben kivédte, ami a hatas specificitasara utal.

A Ca?-felszabadulas Gtemét a kilonb6zé klorokrezol-koncentracioknal az

intenzitasvaltozas kezdeti szakaszara illesztett egyenes segitségével hataroztuk meg.
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Az egyenes meredekségének reciprokat abrazoltuk a klorokrezol-koncentracio
fuggvényében. Az adatokat a Hill-egyenlettel illesztve meghataroztuk az ECso
értékeket, ami 175+39 yM a 4-CMC, 182+37 uyM a 3-CPC és 113+36 uyM a 4-COC
esetében.

A felszabaditott Ca?* relativ mennyiségét szintén meghataroztuk a kiilonb6z6
klorokrezol koncentracioknal. A félhatasos koncentracidk a kovetkezbk voltak: 121+20
MM a 4-CMC, 7117 yM a 3-CPC és 55114 yM a 4-COC esetén.

A teljes felszabaditott Ca?* mennyisége a legnagyobb (500 pM) koncentraciod
jelenlétében a kulonbozd klorokrezolokra eltér6 volt. A relativ steady-state
transzmittanciak azt mutatjak, hogy a 3-CPC kétszer annyi Ca?*-t szabaditott fel, mint
a 4-CMC. Ezen érték valamivel magasabb volt a 4-COC esetében is, de a kulonbség

statisztikailag nem volt szignifikans.

Klorokrezolok hatasa a SERCA ATP-az aktivitasara

A KUl6nb6z6 klorokrezolok hatasat az SR Ca?* pumpakra az LSR vezikulumok ATP-az
aktivitasanak mérésével koncentracié-figgé médon. A 4-CMC és 4-COC az ATP-az
aktivitast egyértelmlen gatolta. Hill-egyenletet illesztve az adatokra a kdvetkezé ICso
értékeket kaptuk: 167+8 uM a 4-CMC és 1370+88 uM a 4-COC esetében. A 3-CPC
bifazisos hatast mutatott: alacsonyabb koncentracioknal fokozta (ECso = 91£17 pM),
mig magasabb koncentraciokban csokkentette (ICso = 848190 uM) a SERCA ATP-az

aktivitasat.

4-COC hatasa az izolalt RyR1 csatorna aramara

Azért, hogy tobb informaciét nyerjink a 4-COC hatasanak molekularis
mechanizmusarol, a 4-COC-t lipid kettésrétegbe agyazott RyR1 csatornak aramain
tovabb teszteltuk. Kontroll korulmények kozott a RyR1 aramokat a csatorna
citoplazmatikus oldalan 100 nM Ca?* jelenlétében rogzitettik. llyenkor a csatornak az
id6 nagy részében zarva vannak, ezért megnyilasi valészinliséglik alacsony (harom
kisérlet atlagaban Po=0,006). Amikor a csatorndkat 110 uyM 4-COC-al kezeltik, a
nyitasi valészinlség négyszeresére nétt (Po = 0,025), a gyakoribb nyitasi

eseményeknek kdszdnhetben.
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4-COC altal kivaltott kontraktura

A kovetkez6 kisérletsorozatban azt teszteltuk, hogy a 4-COC modositja-e a vazizom
mechanikus aktivitasat. Patkanybdl kimetszett extensor digitorum longus izom ténusat
erédmérd segitségével folyamatosan kovettik, mikbzben az izmot kumulative névekvé
4-COC koncentraciokkal kezeltlk. El6szor 1,6 mM 4-COC-koncentraciét allitottunk be,
mely hatastalannak mutatkozott. Ezutan tovabbi 4-COC injekciok hozzaadasaval
lepésenként 0,2 mM-lal emeltik a koncentraciot a 2 mM-ig, amely mar képes volt kis
mértékben fokozni az izomtonust. Amikor a 4-COC koncentracidja elérte a 2,2 mM-t,
hirtelen az izomtonus markans novekedése koOvetkezett be. Az olddszerként
alkalmazott DMSO 6nmagaban hatastalan volt. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a 4-COC a Ca?* felszabadité apparatus specifikus aktivaciéjan keresztul valt ki

vazizmon kontrakturat.

Parotis sejteken nyert eredmények

A Ca?*-fliggb K*- és Cl-csatornak apiko-bazalis lokalizacidja

Bar korabbi kutatasi eredmények szerint a Kca2+ csatornak egyértelmien a sejtek
bazolateralis membranjaban foglalnak helyet, uUjabb matematikai modellek
megkérddbjelezték ezt az allaspontot (Palk et al., 2010). A kérdés tisztazasa céljabdl a
teljes sejt patch-clamp mérések soran a sejt bazalis vagy apikalis membranja alatti
terlileten hozzunk létre villané UV-fény segitségével térben lokalizalt Ca?*-
felszabadulast. A kisérletekben a Ca?*-szint megemelkedése az acinus sejt apikalis
vagy a sejt bazélis régidjaban tortént. A Ca?* koncentracié mérés tanusaga szerint a
Ca?* jel nem érintette az ellentétes oldali régiot, lokalis maradt, azaz sejt tavolabbi
régioban nem jelent meg Ca?*-tranziens. Az apikalis Ca?* felszabaditas esetén
kifejezett K*-és CI -aram emelkedést regisztraltunk a Ca?*-jellel egyidében, mig a
bazalisan alkalmazott Ca®*-felszabaditas nem aktivalt sem K*- sem Cl-aramot. A CI- -
aram az apikalis membran funkcionalis markereként szolgal, azaz azt mutatja, hogy a
Ca?* koncentraci6 megemelkedése valéban az apikalis membran mellett tortént és
hogy a Ca?* fligg6 ionaramok aktivalasahoz elégséges nagysagu volt.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Ca?*-fliggé K*-csatornak az acinus sejtek
apikalis membranjaban helyezkednek el - a Ca?*-fligg6é Cl-csatornakhoz hasonldan.
Mindez a korabban ismert nyalszekréciés modell alapjait kérdéjelezi meg, mivel
felvetik azt a kérdést, hogy a jelentés mennyiségil luminalis K*-kilépés ellenére miért

alacsony a parotis primer nyalanak a K*-koncentraciéja (~5 mM). A kérdésre egy
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lehetséges valasz az lehet, hogy az apikalis membran is tartalmaz Na*/K*-pumpa
molekulakat, melyek a szekretalt K*-t reabszorbealjak. Ezt a lehet6séget

immunfluoreszcens modszerrel vizsgaltuk meg a tovabbiakban.

A Na*/K*-pumpa apiko-bazalis lokalizacidja

A Na'/K*-pumpa elhelyezkedését a parotis acinus sejtieinek membranjaban
immunfluoreszcens modszerrel vizsgaltuk Na*/K*-pumpa ellenes antitestek
segitségével. A Na*/K*-pumpa a sejtmembran teljes keruletén kimutathaté volt -
beleértve az apikalis membrant is. Ezekben a kisérletekben az apikalis régio jelolését
az IPs3 receptorok festésével végeztuk. Ezek a kisérletek meggy6zéen bizonyitjak,
hogy -szemben a korabbi elképzelésekkel- a Na*/K*-pumpa az apikalis membranban
is markansan jelen van. Szemben az acinus sejteken nyert immuncitokémiai
eredményekkel, immunhisztokémiai vizsgalatokban a ductus sejteken csak a
bazolateralis membran fest6dott a Na*/K*-pumpa, az apikdlis nem. Ezek az
eredmények az antitest specificitdsat bizonyitjak, valamint azt mutatjak, hogy a Na*/K*-

pumpa kizardlag az acinus sejteken helyezddik ki az apikalis membranba.

Az apikalis membran relativ nagysaganak meghatarozasa

Mivel a ClI--csatorna kizarolag az acinus sejtek apikalis membranjaban expresszalddik,
ezért mint kivaloé apikalis marker, alkalmas az apikalis membran relativ kiterjedésének
meghatarozasara. A Cl -csatorna jelenlétét (amelyet TMEM16A (ANO 1) fehérjeként
azonositottunk) az apikalis membranban immunfluoreszcens festéssel mutattuk ki. A
festés egyértelmlien az apikalis membrant jeldli. Szemben a korabbi irodalmi
adatokkal, melyek szerint az apikalis membran a teljes sejtmembran mindossze 5-8%-
at teszi ki, az altalunk elvégzett festés a membran jelentds részét apikalis
membranként azonositotta, ami becsléseink szerint a teljes membranfelszin kb. 30%-

at teszi ki.

Az 0j nyalszekréciés modell

A nyalmirigy acinus sejtjein kapott eredményeim nem illesztheték be maradéktalanul a
nyaltermelés mechanizmusaval kapcsolatos korabban elfogadott modellbe.
Megallapitottuk ugyanis, hogy (1) csak a nyalmirigy apikalis régiojaban aktivalédnak a
Ca?*-fliggé K*-csatornak, tovabba (2) acinus sejteken a Na*/K*-pumpa az apikalis

membranban is masszivan jelen van és (3) az acinus sejtek membranja az eddig
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ey

modelljét szukséges feltételeznink. Ez a régi modelltél abban tér el, hogy a lumenbe
torténé Na*-kilépés nem kizardélag paracellularis utvonalon valésul meg, hanem az
apikalis membranban talalhaté Na*/K*-pumpa segitségével transzcellularis,
elsédlegesen aktiv Na*-kilépés is torténik. Eredményeink alapjan Elias Siguenza és
James Sneyd (Department of Mathematics, University of Auckland, Uj-Zéland)
modellszamitasokat végzett, amelyek az eddigieknél pontosabban irjak le a

nyalszekrécio soran bekdvetkez6 eseményeket (Almassy et al., 2018).
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Megbeszélés

Klorokrezolok hatasanak elemzése vazizomban

Kisérleteink azt mutatjak, hogy a harom vizsgalt klorokrezol sztereoizomer kozul a
legpotensebb és legszelektivebb RyR1 agonista a 4-COC, mivel ennek volt a
legalacsonyabb ECso értéke a Ca?*-felszabadulds vonatkozasaban, és ami még
fontosabb, a 4-COC befolyasolta legkisebb mértékben a SERCA pumpa aktivitasat
(azaz itt a 4-COC-nek volt a legmagasabb, 1370 uM az ICso értéke).

A maximalisan alkalmazott koncentraciok (500 pM) mellet Osszehasonlitva a
klorokrezolokat a 3-CPC-nek volt a legmarkansabb hatasa a Ca?*-felszabadulasra, de
ezt a hatast nem lehet szelektiv agonistaként hasznositani a komplex bifazisos
SERCA-hatas miatt. A 3-CPC ugyanis alacsony dézisban stimulalta (ECs0=91 uM),
mig magasabb koncentracioknal (ICs0=848 uM) gatolta a SERCA pumpa mikodését.
A vizsgalt farmakoldgiai tulajdonsagok alapjan a 4-CMC helyett a 4-COC hasznalatat
javasoljuk a RyR1 aktivalasanak céljara, mert sokkal szelektivebb és sokkal
effektivebb Ca?* felszabaditd agonista, mint a 4-CMC, (és a koffein) ami adott kisérleti
koralmeények kozott elényos lehet. Bar a 4-COC aktivitasa mindségileg nem kulonbozik
a 4-CMC aktivitasatdl, de annal sokkal szelektivebb agonista a RyR1 receptor
vonatkozasaban. igy a kisérleti kériilmények kdzétt a 4-COC alkalmazasa esetén
feltehetéen kevesebb, a SERCA aktivitas-valtozasabol adodd interferenciara

szamithatunk.

A nyalelvalasztas mechanizmusa parotis acinus sejteken

A parotis acinus sejtjein végzett kisérleteink egyértelmien bizonyitjak a K*-csatornak
jelenlétét az apikalis membranban, és azt is, hogy itt a K*-csatornak denzitasa jéval
nagyobb, mint amennyi a bazolateralis membranra esik. Ebbél egyenesen kovetkezik,
hogy az acinus sejtek ingerlésének hatasara jelentds mértékli K*-szekrécid kell
torténjen a lumen iranyaba, aminek ellentmond a primer nyal alacsony K* -tartalma.
Ez az ellentmondas feloldhatd, ha a K*-csatornakon az apikalis oldalon kilépett K*-ot
valamilyen mechanizmus visszaviszi a sejt belsejébe. Eredményeink szerint ez a
mechanizmus az apikdlis membranban masszivan el6forduld Na*/K*-pumpa
mennyiség. Valdban, immuncitolégiai médszerekkel nemcsak a Cl- -csatornakat,

hanem a Na*/K*-pumpa molekulakat is kimutattuk az apikalis membranban. Ennek a
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jelentéségét azok az eredményeink hangsulyozzak, melyek szerint az eddig gondolt
alacsony (<8%-o0s) apikalis membranfelszin helyett az apikalis membran felllete a
telies membranfelszin kb. 30%-ara becsulhetd, ami jelentés mértéki transzcellularis
aktiv Na*-transzportot tesz lehetévé a lumen iranyaba. Ezen eredményeink
ellentmondanak a parotis acinus sejtek eddig elfogadott szekréciés modelljének,
amely transzcellularis Cl -transzport mellett gyakorlatilag kizarélag paracellularis Na*-
transzportot feltételez, ami 6sszecseng a Na*/K*-pumpa bazolateralis membranra
szoritkozo lokalizaciodjaval.

A rendelkezéslinkre allé6 -egyébként egymasnak is meglehetésen ellentmondo-
irodalmi adatok az acinus sejtek apikalis felszinét jelentésen alulbecsulték (Bundgaard
etal., 1977; Conteas et al., 1986; Garrett et al., 1998; Garrett et al., 1992; lwano et al.,
1987; Nakagaki et al., 1978; Petersen, 1971; Winston et al., 1988; Winston et al.,
1990). Ennek fényében nem latszott igazan lényegi kérdésnek az esetlegesen
apikalisan el6forduld Na*/K*-pumpamolekulak szerepének tisztazasa, igy az érintett
kutatdk arra a konszenzusra jutottak, hogy ezek szerepe - ha van is egyaltalan - csak
minimalis lehet (Garrett et al., 1998; Petersen and Poulsen, 1967). Az apikalis
membranfelszin meghatarozasaban elkdvetett alapvetd hiba onnan eredt, hogy olyan
elektronmikroszkopos felvételeken alapult, ahol az apikalis membranfelszint a sejtek
kozotti centralis lyukakkal azonositottak - figyelmen kival hagyva azokat a nem
elhanyagolhaté meéretl intercellularis membranszakaszokat, amelyek szintén az
apikalis membranhoz tartoznak (Larina and Thorn, 2005). Ezzel szemben a
TMEM16A-val végzett sajat immunfluoreszcens eredményeink alapjan az apikalis
membran a teljes membranfelszin legalabb 30%-ara tehetd.

Kisérleti eredményeink alapjan mddositanunk kellett az eddig kanonikusnak tartott
szekrécios modellt oly moédon, hogy a TMEM16A Cl-csatorna mellett jelentds
mennyiségli Ca?*-fliggé K*-csatornat, valamint Na*/K*-pumat helyeztink a
sejtmembran apikalis részébe. A K*-és Cl-csatornak apikalis colokalizaciéja, mivel
mindkettd Ca?*-altal aktivalodik, kézenfekvé szabalyozasi lehet6séget biztosit a
nyalszekrécio serkentésére. Az apikalisan kihelyezett K*-csatornak szerepe egyrészt
abban all, hogy az altaluk kozvetitett outward aram megel6zze -illetve kompenzalja- a
Cl -efflux miatt kialakuldé depolarizaciét, ami a tovabbi CI- -kilépést akadalyozna.
Masrészt az itt kilépd K*-kat a szintén apikalisan is jelen I1évé Na*/K*-pumpa viszi

vissza a sejtbe, mikozben ez a mechanizmus is hozzajarul a lumenbe iranyuldé Na*-
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szekréciohoz. Tehat modellinkben a masodlagosan aktiv paracellularis utvonalat
kiegésziti az els6dlegesen aktiv transzcellularis mechanizmus.

Mérési eredményeinket alapul véve Elias Siguenza és James Sneyd (Department of
Mathematics, University of Auckland, Uj-Zéland) modellszamitasokat végzett,
amelyben a régi és az uj modell altal jésolt K*- és Na*-koncentraciokat szamitotta a
primer nyalra vonatkozéan, modellezte tovabba a paracellularis Na*-transzport altal
generalt aram nagysagat, valamint a nyalszekrécio intenzitasat (Almassy et al., 2018).
Minden esetben az Uj modell alapjan végzett szamitasok jobban kozelitették a
meéréssel meghatarozott értekeket, mint a régi modell alapjan készult kalkulacio.
Megallapithatjuk tehat, hogy az altalunk javasolt uj modell az eddigieknél pontosabban

irja le a nyalszekrécid soran bekdvetkez6 eseményeket.
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Osszefoglalas

A PhD munkam két részre tagolodik: az els6 részében kulonb6zd klorokrezol
sztereoizomerek vazizom tipusu rianodin receptorra (RyR1) gyakorolt hatasat
vizsgaltam azzal a céllal, hogy kozottuk megtaldljam a legspecifikusabb RyR1
agonistat, ami kisérletekben a koffein alternativajaként szolgalhat. A masik részében
Ca?* -fliggd ioncsatornak plazma membranban vald elhelyezkedését vizsgaltam
parotis acinus sejtekben.

A klorokrezolok Ca?* felszabadulasra gyakorolt hatadsanak vizsgalata soran a
leghatasosabbnak a 4-chloro-orto-cresol (4-COC) (EC50=55+14 uM), bar a 3-chloro-
para-cresol (3-CPC) hatékonyabb volt, mivel tobb Ca?*-t volt képes felszabaditani a
vazizom HSR vezikuldkbol. A 3-CPC stimulalta a SERCA hidrolitikus aktivitasat
(EC50=91£17 uM), mig a 4-COC a SERCA aktivitast csak millimolos koncentracioban
gatolta (IC50=13704+88 uM). A 4-chloro-meta-cresol (4-CMC) is gatolta a SERCA
pumpat (IC50=167+8 uM), ami azt jelenti, hogy a 4-CMC nem specifikus RyR agonista,
mivel a RyR-t is hasonlo koncentracioban aktivalta (EC50=121+20 uM). Eredményeink
szerint a 4-COC kisérletes alkalmazasa a 4-CMC-t6l kedvez6bb olyan kisérletekben,
ahol a cél Ca?*-felszabadulas kivaltasa a SERCA befolyasolasa nélkdl.

Munkam masik felében a teljes-sejtes arammeérés, intracellularis Ca?* koncentracio
merés egyuttes alkalmazasaval kimutattuk, hogy az apikalis membran mellett,
fotolabilis Ca?* kelatorbdl torténé lokalis Ca?* felszabaditds a K* és Cl- -dramok
jelentés megemelkedését okozta, ami arra utal, hogy a parotis stimulaciojakor jelentés
mennyisegl K* szekretalddik az acinus lumenébe. Ugyanakkor a primer nyal K*
tartalma alacsony, ami arra utal, hogy a K* az apikalis membranon keresztil
reabszorbedlodik. Ezért megvizsgaltuk a Na*-K* pumpak elhelyezkedését is és
kimutattuk, hogy a pumpafehérjék a teljes plazma membranban (beleértve az apikalis
membrant is) egyenletesen oszlanak meg. Adataink felhasznalasaval egy Uj
nyalszekrécios modellt alkottunk, amiben a Na*-K* pumpak K* -t reabszorbealnak a
lumenbdl, mikézben Na*-t szekretalnak, ami részben kivaltia a hagyomanyos

paracellularis Na* szekrécios utvonalat.
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