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Ca’*-anyagcsere vizsgalatok human extraocularis szemizmokban
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Célkitiizés: A foszfolamban (PLB) és a szarkoplazmatikus retikulum (SR) Ca**-ATP-dz a Ca’*-anvagcsere fontos
szabalyozd fehérjéi mind a sziv-, vdz- és a simaizomban. Normdl dllapotban a PLB erdteljes gdtlé hatdst fejt ki az SR
Ca’-pumpdra és lassitia a Ca®*-felvételt.

Kevés adat ismert a humdn extraocularis izmok Ca’ -anyageseréiében szerepet jitszo fehériék (PLB, SR Ca®*-ATP-dz)
szoveti mennyiségérdl normdl koriilmények kozotr, illetve strabismus kapcsdn. Ebben a tanulmdnyban a szerzék
megvizsgaltak a két protein jelenlétét és ardnydt a strabismusmiitétbdl szdrmazo rectusizmokban (lateralis, medialis),
illetve enucleatio sordn nyert normdl izomban.

Modszer: A PLB és a SR Ca®*-ATP-dz sziiveti szintjének meghatdrozdsdt a proteinek elektroforetikus szétvdlaszidsdt
kévetden kvantitativ western-blot segitségével végeziék.

Eredmények: A membrdnfrakcid Ca’*-ciklus fehérjéinek szignifikdns (p<0,05) csikkenését taldltuk mind a PLB, mind
az SR Ca’*-ATP-dz esetén a strabismusellenes miitétbél szdrmazo, elongdlt egyenes izmok mintdiban a normdl
kontrollhoz képest (PLB: 133218 vs. 94+12; SR Ca’*-ATP-dz: 24421 vs. 113+17 pixel/mg protein x 107). A kéi
protein szoveti mennyiségének ardnya (PLB/SR Ca’*-ATP-dz) a strabismusos mintdban szignifikdns emelkedést
(0.83x0,15) mutatott, a kontrollhoz képest (0,55+0,12), ami a gdtlé tulajdonsdgii PLB mennyiségének relativ
Jfelszaporoddsdt jelenti.

Kovetkezetés: A strabismusbdl szdrmazd extraocularis izomban a Ca’*-anyagcserében részt vevd fehérjék szoveti
szintjének csokkenése és a PLB/SR Ca’™ -ATP-dz ardnydnak emelkedése bizonvitia a celluldris funkcié kdrosoddsdt.
Kulesszavak: SR Ca**-ATP-dz, foszfolamban (PLB), strabismus

EXAMINATION OF CA* CYCLING PROTEINS IN EXTRAOCULAR HUMAN MUSCLES

Purpose: Phospholamban (PLB) and sarcoplasmic reticular (SR) Ca’*-ATPase are important regulators of the Ca**
metabolism in the slow skeletal muscles, smooth muscles, and cardiac muscles. Under basal conditions PLB is an
inhibitor of SR Ca™*-ATPase, by decreasing its affinity to Ca’*.

Little data is available on the relative tissue amounts of Ca’ cvcling proteins (PLB and SR Ca’*-ATPase) in the
extraocular muscles either under normal conditions or in strabismus. The authors discuss the presence, and ratio of,
these two proteins found in lateral and medial rectus human muscle tissue samples removed during enucleation or
strabismus surgery.

Methods: Membrane vesicles were isolated, electrophoresed, and assessed using the quantitative blot-test to examine
the relative tissue amounts of PLB and SR Ca’*-ATPase in the tissue samples.

Results: Measurement of the relative tissue amounts of Ca’* cycling proteins in the membrane fraction revealed
significant decreases (p<0.05) for both PLB and SR Ca’*-ATPase in the samples prepared from the elongated rectus
muscle compared with the values for control samples (PLB: 9412 vs. 133+18; SR Ca’*-ATPuse: 113+17 vs. 244+21
pixel/mg protein x 10-3). Moreover, the ratio of the two proteins (PLB/ SR Ca’*-ATPase) was significantly increased
in the elongated rectus muscles with strabismus (0.83+0.15), compared with the ratio for control samples
(0.55x0.12), showing the increased preponderance of the inhibitory regulator PLB.

Conclusion: The decrease in the tissue amount of the Ca’* cycling proteins and the increase in the PLB/SR Ca™*-
ATPase ratio are indicators of the functional impairment of the extraocular muscle tissue in strabismus.

Keywords: SR Ca’*-ATPase, phospholamban (PLB), strabismus

izomban a Ca**-felvételt egy SR-membrinban taldlhaté en-
zim, a Ca’*-ATP-dz katalizdlja. A lassi, oxidativ (slow-

Az emlds izomzatban az intracelluldris Ca®*-szintet a  twich) vdzizomban, a myocardiumban és a simaizomban az

szarkoplazmatikus retikulum (SR) hdlozat szabdlyozza,
amely a relaxdci6 sordn Ca**-raktdrként, a kontrakcidk so-
rin pedig Ca**-ionokat biztosité forrdsként szolgil. Az

Zajdcz Magdolna professzornd 70. sziiletésnapja tiszteletére

SR Ca*-ATP-dz mikodését egy kis molekulasilyu fehérje
szabdlyozza, amelyet foszfolambannak neveztek el. A fosz-
folamban molekulatémege 6080 dalton; a nativ membri-
nokban pentamerként viselkedik. Aminosavszekvencidja is-
mert €s igen konzervativan megdrzott a torzsfejlGdés soran.
Alapdllapotban (defoszforilalt dllapotban) a foszfolamban
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erSteljes gatl6 hatdst fejt ki az SR Ca**-pumpdra és lassitja
a Ca**-felvételt.*” A foszfolambant kiilonbdzé proteinkina-
zok (cAMP-fiiggs, Ca**/kalmodulinfiiggs) j61 foszforildljak
és a beépiilt foszfatcsoport felfiiggeszti az SR Ca’*-ATP-iz
enzimre gyakorolt gatlé hatist. A foszforilacié a foszfolam-
ban hidrofil citoplazmatikus domain részén torténik, a
cAMP-fiiggd proteinkindz a Ser-16 aminosavat, a
Ca**/kalmodulinfiiggd proteinkindz a Thr-17 aminosavat
foszforildlja.* A foszfolamban dltal medidlt gatlds felfiig-
gesztése draimai médon fokozza az SR Ca**-felvételét, ami
egyiitt jor a myocardium, a simaizom, illetve a lassi, oxi-
dativ vazizmok relaxicid sebességének gyorsuldsdval. A
fokozodé Ca™-felvétel miatt névekszik az izmok kontrak-
tilis funkcidja is. Patolégids koriilmények kozott (hyper-
thyreosis, hypothyreosis, cardialis dekompenzécié bizonyos
formai, simaizom elfajuldssal jaré korképek) médosul az
SR Ca*-ATP-4z aktivitdsa és/vagy szoveti mennyisége, va-
lamint médosulhat a foszfolamban mennyisége is.* A pajzs-
mirigyhormonok direkt médon megviltoztatjik a foszfo-
lamban és az SR Ca**-ATP-4z szoveti expressziojdt és rész-
ben ezen fehérjék (SR Ca**-ATP-iz és foszfolamban) ari-
nyianak médosuldsdval magyarizzaik a hypo- és hyperthy-
reosisban kialakulé markdns eltéréseket az izmok kontrak-
tilis és relaxdcios funkciéjdban.’
Kevés adat 4ll rendelkezésre a humdn extraocularis
szemizmok Ca**-anyagcseréjérdl (normil vagy patol6gids
koriilmények kozott), jéllehet ezen izmok speciilis szerepet
t6ltenek be, és funkcidé szempontjabol tipusosan lassi, oxi-
dativ rostoknak tekinthetSek. A jelen kézleményben meg-
vizsgdltuk:
1. normdl extraocularis humdn szemizomban az SR
Ca™-ATP-az és foszfolamban szoveti mennyiségét,

2. patoldgias koriilmények kozott (strabismus okozta
atrophids dllapot) ngyanezen fehérjék sziveti jelen-
1étét.

Mindezek a vizsgalatok adatokat szolgdltathatnak az
extraocularis szemizmok Ca**-anyagcseréjérdl, illetve a
Ca™-anyagcsere szabdlyozdsdban bekovetkezs patolégids
eltérésekrdl strabismusban.

Anyag és modszer

A vizsgalatokhoz sziikséges szdvetmintikat egyéb sze-
mészeti indikdcié miatt elvégzett bulbuseltavolitds sordn
nyertiik. A strabismus korrekcidjdbdl szarmazé mintik az
elongdlt (atréfids) rectus medialis vagy rectus lateralis mii-
téti resectigjabdl szdrmaztak. Az izomszévetbdl valé minta-
vétel minden esetben a beteg irdsbeli hozzdjdruldsaval tor-
tént.
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A vizsgilt specifikus fehérjék szétvilasztdsit — teljes
szovethomogenizdtumbdl (kvantitativ western-blot segitsé-
gével) — immuno-blot technikdval végeztiik.” Primer ellen-
anyagként konvenciondlis antitesteket hasznaltunk (PHL-
Ab, SRCA-AD, Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid,
USA). Az egyes fehérjék szétvilasztisra 10-20%-os SDS
gradiens poliakrilamid gélt alkalmaztunk. A PHL-AD ellen-
anyagot 1:1000 higitdsban, a SRCA-Ab ellenanyagot 1:500
higitasban alkalmaztuk. Az elShivas (vizualizilds) alkalikus
foszfatdzzal konjugilt egér-ellenes mdsodlagos antitestek-
kel (Amersham, Arlington Heights, USA), a kiértékelés
Phosphorimager (ImageQuant program) segitségével tor-
tént.

A foszfolamban mennyiségének meghatdrozdsihoz az in
vitro utéfoszforildciés technikat is alkalmaztuk.® Ennek 1¢-
nyege, hogy cAMP-fiiggd proieinkindz katalitikus alegy-
séggel, [y-7PJATP jelenlétében a foszfolambant teljes mér-
tékben foszforilaltuk (proteinfoszfataz-gitlé NaF jelenlété-
ben). A beépiilt foszfit radioaktivitisa ardnyos a foszfopro-
tein széveti mennyiségével. A fehérjéket 10-20%-o0s SDS
gradiens poliakrilamid gélen vélasztottuk szét. A radioaktiv
Jjeloltség meghatdrozdsiahoz konvenciondlis autoradiogréafiat
és folyadék-szcintilldciét haszndltunk. Az eredményeket
pmol [**P)/mg protein, illetve pixel érték/mg protein egysé-
gekben fejeztiik ki. A fehérjemeghatdrozashoz Peterson''
modszerét haszndltuk.

A statisztikai elemzéshez kiszamitottuk az dtlagot és a
szordst (8.D.). A kiértékelést a t-proba segitségével végez-
tiik, szignifikdnsnak a p<0,05 eltérést tekintettiik.

Eredmények

Az utéfoszforildcids és western-blot vizsgalatok egyér-
telmien azonositottdk a foszfolambant az extraocularis
szemizmok membrinfrakcidjdban (1., 2. dbra). A foszfo-
lambannak megfeleld 26 kDa sdv (pentamer) az SDS
gélelektroforetikus mintapufferben végzett forralds hatdsa-
ra disszocidlédott alacsonyabb molekulasilyd  frag-
mensekre (10 kDa). Ez a jelenség: a disszocidcié majd a le-
hiilést kovetd reasszocidcid, egyértelmiien azonositja a
polipeptidlincot (csak a foszfolambanra jellemz§). Mind az
utéfoszforilacié, mind a kvantitativ western-blot adatai
alapjdn a foszfolamban mennyisége szignifikdnsan csok-
kent a strabismus miitéte sordn eltavolitott rectus lateralis
és medialis mintdkban a kontroll normdl izomszovet érté-
keihez képest (1. tdbldzaz).

Az SR Ca’*-ATP-iz elleni antitest egyértelmien csak a
SERCA?2 fehérjére volt specifikus, ezért adataink ennek az
izoenzimtipusnak a jelenlétét igazoltdk. A SERCAI izoen-

1. tabldzat. A strabismus hatdsa a foszfolamban és az SR Ca’*-ATP-dz sziveti szintjére

Utofoszforildcio
(pmol [**P)/mg protein)

Foszfolamban/ SR
Ca®*-ATP-4z hanyados

Western-blot
(pixel/mg protein)

PLB PLB SR Ca*-ATP-iz
Kontroll 23,4430 133x18 244421 0,55+0,12
Strabismus 15,8+2.8° 94+12" 113£17° 0,83x0,15
*p<0,05
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L. dbra. Az extraocularis izom membrdnfrakcidjanak elektroforetikus képe (Coomasie kékkel festett gél) és autoradiogramja. Az dbra
bal oldaldn a nyilak a molekulatomeg-standardok helyzetét jelélik. Az autoradiogramon jél azonosithato a foszfolamban (PLB)
monomer és pentamer formdjdnak megfeleld sdv

zim szoveti jelenlétét nem néztiik. A western-blot vizsgalat
eredménye, hasonléan a foszfolambanhoz, egyértelmien
cs6kkend tendencidt mutatott az SR Ca’*-ATP-4z szoveti
szintekben strabismus kapcsan (/. tdbldzar). Ugyanakkor
megdllapithatd volt, hogy az SR Ca™-ATP-iz szoveti
mennyiségének csokkenése ardnyaiban lényegesen megha-
ladta a foszfolamban szdveti szintjének cstkkenését. Ezért
a foszfolamban/SR Ca’*-ATP-dz hdnyados szignifikdnsan
novekedett strabismusmiitétnél eltdvolitott izmokban (1.
tabldzat).

Megbeszélés

Eredményeink alapjan egyértelmtien igazoltuk, hogy a
humdn extraocularis izmokban kimutathaté mind a foszfo-
lamban, mind az SR Ca**-ATP-4z (SERCA2). Igazoltuk to-
vabba, hogy strabismus esetében:

1. cstkken a foszfolamban szdveti mennyisége,

2. csokken az SR Ca*-ATP-iz szdveti szintje és

3. egyértelmidien novekszik a foszfolamban/SR Ca*-

ATP-4z hdnyados.

Mindezen eltérések a szemizmok Ca**-anyagcseréjének
(a Ca™-tranziensnek) kéros 4llapotat (lelassuldsat), a szove-
ti degenericid kialakuldsat jelzik. Ezen adatok tendencid-
jukban megegyeznek a humdn és egyéb emls szivizom pa-
tologids eltéréseivel, amelyeket a szivelégtelenség kialaku-
lasa kapcsén észleltek (a kivalté okoktdl fiiggetleniil).**

A kiilonbdzd human izmok miikodésének sejtszintii sza-
balyozdsa, kontraktilitdsdnak vezérlése nem minden fajta
myocyta esetében tekinthet§ tisztdzottnak. A sceletalis és a
sima izmok mikddésének szabalyozdsaval kapcsolatban
kevés adat 411 rendelkezésre.”* A szemizmok Ca**-anyag-

— g’ sl <— Foszfolamban

N N

Strabizmus Kontroll

2. dbra. Az extraocularis izom membrdanfrakciojdnak western-
blot képe. A sdvok a pentamer foszfolamban-formdnak felelnek
meg. Bal oldalon a strabismus miitét sordn nyert minta, jobb
oldalon a normdl kontroll ldthatd

cseréjére vonatkozd vizsgdlatokrdl az irodalomban csak az
utébbi idében olvashatunk.>' Ezek az adatok a reguldcié
pontos mechanizmusdt csak normaldllapotban vizsgdljdk,
dontéen alsobb renddl speciesek esetében. A szemizmok
kiilonb&zé patologids valtozdsait koribban elsGsorban
mitokondridlis szintd eltérésekkel magyardztdk."” A humain
strabismus cellularis mechanizmusdnak tisztazdsdval fog-
lalkoz¢ irodalmi adatokat azonban nem taldltunk. A kisérd
strabismus kialakuldsiban a szemorvosok elsdsorban szen-
zoros hibdt feltételeztek, a motoros eltérést masodlagosnak
itélték. Az etioldgiai tényezdk pontos feltirasara azonban
még a mai napig nem keriilt sor.®

A kiils6 szemizmok pontos molekuldris miikddése, bio-
kémiai alapjainak egzakt mechanizmusa tehit még nem tel-
jesen feltart teriilet. A szemizmok motoros zavarain alapuld
kérképek igen nagy részét teszik ki a szembetegségeknek,
megolddsuk mind a mai napig csak részben tekinthetd
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megoldottnak. A teljes korrekcidt alapvetden csak a mitét
megoldasok teszik lehetdvé. Az operativ beavatkozdsok
eredménye azonban nagymértékben fiigg a szemizmok ere-
deti funkciondlis dllapotdtdl. A reoperdcidk az el6z& opus
utdn a motoros mikodés djonnan kialakult egyensilydnak
ismételt megbomldsdbdl szdrmazé zavar miatt indikdltak.
Az izom normdlis mtikodésének megismerésével a patold-
gids dllapotokban 1étrejétt mechanizmusok is feltdrhatoak
lesznek. Az extraocularis szemizmok Ca®*-anyagcseréjének
pontos megismeréséhez vizsgdlatainkkal kozelebb jutot-
tunk. Ez pedig hosszi tivon lehetéséget adhat dj gy6gysze-
res beavatkozdsokra a strabismus kezelésében, illetve befo-
lydsolhatja a posztoperativ konzervativ gyégykezelést. Ez
az igény mdr kordbban is megfogalmazédott Breinin és
munkatdrsai’ ltal végzett dllatkisérletek adatai alapjdn. A
Ca’*-csatorna gdtldsdval (kadmium segitségével) befoly4-
soltdk mind in vitro, mind in vivo kortilmények kozott az
extraocularis szemizmok miikodését (a strabismus nem se-
bészeti, gydgyszeres kezelésének esetleges lehetGségét pro-
pondltdk).

Felmérések szerint a populdcié 2%-ban manifeszt kan-
csalsdg észlelhetd, mdsik 4%-nak nincs detektdlhatd szte-
re6 latdsa, a primer binokuldris visus elsédleges hibdja
miatt."” Ezen adatok ismeretében a szemizom miikodésének
molekuldris, celluldris alapi vizsgdlata és ij ismeretek
megszerzése a szemészek szdmdra is lényeges. A Ca™-
anyagcsere paramétereinek tovibbi feltérképezése, a vizs-
gdlt szemizmok morfoldgiai eltéréseinek kiértékelése a ji-
vében is fontos kisérletes feladatnak tekinthetd.
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