Egyetemi doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

A vazizom C&*-homeosztazisanak médosulasa egyes

regulatorikus- és csatornafehérjek overexpresszidjaseten

Olah Tamas

Témavezet:

Prof. Dr. Csernoch Laszl6

DEBRECENIEGYETEM

M OLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI | SKOLA

Elettan és Neurobiologia Ph.D. program

DEBRECEN
2012



A vazizom C&*-homeosztazisanak médosulasa egyes regulatérikus- é
csatornafehérjék overexpresszidja esetén

Ertekezés a doktori (Ph.D.) fokozat megszerzésekétbn
az Elméleti orvostudomanyok tudomanyagban

irta: Olah Tamas okleveles biologus

KeszUlt a Debreceni Egyetem Molekularis Orvostuduyrdoktori iskolaja
(Elettan és Neurobioldgia programja) keretében

Témavezet: Prof. Dr. Csernoch Laszl6, az MTA doktora

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Kovacs Laszlo, akadémikus
tagok: Dr. Krasznai Zoltan, kandidatus
Dr. lvanics Tamas, Ph.D.

A doktori szigorlat idpontja: 2012. augusztus 28.

Az értekezés biraloi:
Dr. Varnai Péter, az MTA doktora
Dr. Vamosi Gyoérgy, Ph.D.

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Kovacs Laszl6, akadémikus
tagok: Dr. Krasznai Zoltan, kandidatus
Dr. lvanics Tamas, Ph.D.
Dr. Varnai Péter, az MTA doktora
Dr. Vamosi Gyoérgy, Ph.D.

Az értekezés védésénekmbntja: 2012. augusztus 28.



Bevezetés
A vazizom felépitése és élettani sajatossagai
Gerincesekben a vazizomzat a csontok egymashozstkéetérd

elmozditasara szolgal, ezéltal a hely- és helyltextatd mozgasok
Kivitelezésében alapuetszerepet tolt be. Az egyedfijlés soran a kezdetben
kulonallo izomsejtek (myoblastok) tbbbmagvu izomaxke
(myotubulusokka), majd hosszl, henger alakl, neagagld Oriassejtekké,
izomrostokka fuzionalnak. Az izomrostok kontrakeiégz elektromechanikai
csatolas (ECC) folyamata soran valésul meg. A nedoonrol érked akcios
potencial aktivalja a felszini membran feszlltsegkebit — a dihidropiridin-
receptorokat (DHPR) -, melyek konformaciojuk megvAahtasaval a
szarkoplazmatikus retikulum (SR) Casatornain, a rianodinreceptorokon
(RyR) keresztiil Cd-ot szabaditanak fel. Az intracellularis ‘G&oncentracio
([C&"]) megemelkedése aktivalja az izomrostok kontraktiéndszerét, és

kivaltja az 6sszehuzodast.

Az inozitol 1,4,5-triszfoszfat (IR) utvonal

Az izomdifferencialédas korai szakaszaban, a mysbkiban az ECC-hez
szilkséges bonyolult struktirak még nem alakulnakTkivabba az [CA];
megvaltozasa nem csak a kontrakcidbhoz, hanem eél\gtolyamatok, pl. a
sejtmozgas, a sejtosztdédas, a differencidlodaszesirécid, és az apoptozis
szabéalyozasahoz is szilkséges. Igy a myoblastokbannem-ingerlékeny
sejtekhez hasonléan — a RyR szerepe alarendelsik fséntracellularis C&-
felszabaditasért felgd csatorna, az inozitol 1,4,5-triszfoszfatsjIReceptoréhoz
(IPsR) képest. A sejtet &rstimulusok kulonféle, a plazmamembranban talalhato
receptorokat aktivalhatnak (pl. a V1 vazopressziés, a B2 bradykinin
receptorokat), melyek ezutan-@roteineken keresztil a foszfolipaz C (PLK)
enzimet aktivaljak. A PLC a plazmamembrant alkod§zfatidilinozitol 4,5-

biszfoszfatot (PIRP hidrolizalja, aminek kovetkeztében ;lf¢s diacilglicerol



(DAG) keletkezik. Az IR masodlagos hirvisként fontos szerepet jatszik az
IP;R megnyitasan keresztil az intracellularis raktadhk tortérs Cea™-
felszabaditasban, mig a DAG a membranhoz kétvednésaa proteinkinaz C
(PKC) egyes izoformait aktivalja.

Az IP;R-ok nagymérét alegységekdil felepulb tetramer molekulak, az
ER/SR membranjdba horgonyzott C-terminussal és #plazmaba
karfiolszefien kitiremked N-terminussal. Legalabb haromféle altipusuk ismert
(IPsR-I, 11 és 1ll), melyek szoveti elterjedése és s#gbzhatésaga is eltér. A
RyR-éhez hasonlo szerkezete ellenére eddig keyaa aholekulat irtak le, ami

részt vesz az YR szabalyozdsaban vagy kozvetlenll kapcsolodikdozz

A 32 kDa-os vazizom triadin (Trisk 32)

A triadin fehérjéket vazizombdl és szivizombodl isirtak. Mindkét
szOvettipusban tobbféle izoformajuk ismert, melyalternativ splicing
kovetkeztében jonnek létre. Az SR-ben lokalizalégmévid citoplazmatikus N-
termindlis szegmentummal, transzmembramhélixszel, és valtozatos
hosszusagu, egyedi luminalis C-termindlis réssamtielkeznek. A vazizomban
megtalalhaté nagyobb — 95 kDa-os és 51 kDa-osferim@k a differencialodas
késbbi szakaszaban jelennek meg és a RyR-t szabakio2Zzdegkisebb —
32 kDa-os — véazizom triadin izoforma (Trisk 32)oakan mar myoblast
staddiumban megijelenik, és nevével ellentétben nembdban, hanem az SR
longitudinalis tubulusaban helyezkedik el. Mivel #;R-hoz kapcsolodik,
feltételezték rdla, hogy annak a szabalyozdsabdretveeszt, azonban ezt
funkcionalis mérésekkel eddig még nem bizonyitotEakekezésem elselében

a Trisk 32 funkciéjat és az JR-ra gyakorolt szabalyozo6 hatasat vizsgaltam.

A raktar altal vezérelt Ca?*-belépés (SOCE)
Mind az IRR, mind a RyR rikodése csokkenti az SR Caartalmat. A

felszabadul6 C& egy részét a szarko-endoplazmatikus retikulurfi-B8aPaz



(SERCA) visszajuttatja az SR-be, mas része eltédiki a sejtibl. Ez egy id
utan az SR teljes kilrtléséhez vezetne, ha nene lelyan mechanizmus, amely
az extracellularis tétth Ca'-ot juttat be a raktar Ujrafeltdltéséhez. Ez a
mechanizmus a raktar altal vezérelt*Gzelépés (SOCE). A SOCE feladata
nem meril ki az intracellularis €araktarak Gjra feltdltésében, ugyanis szerepet
jatszik az intracellularis G&koncentracié megemelkedésével jaré jelatviteli
utvonalakban, és a €aoszcillaciok amplitidéjanak fenntartasaban is.

El6szor azt feltételezték, hogy a SOCE a kanonikuszieas
receptorpotencial csatorndkon (TRPC) keresztilsudlteg, &m a bizonyitékok
sokszor ellentmondasosak voltak. A SOCE mechanizifolysamata teljes
részleteiben még mindig nem tisztazott, bar a le¢lgpkat javult az SR €a
szenzora, a sztromalis kolcsonhatdé molekula 1 (9)IMés az egyik
legfontosabb raktar altal vezérelt “Casatorna, az Orail felfedezése 6ta. A
raktar urdlésének hatasara a STIM1 molekuldk aZeBzini membran kozeli
régidjaba aggregaldédnak, u.n. punktakat képeznskmégnyitjdk az Orail
csatornakat, melyeken keresztill bearamlik & .Q3jabb kutatasok eredményei
alapjan azonban a STIM1 képes megnyitni a TRPCtbrgEat is, melyek igy
szintén raktar altal vezéreltenikbdhetnek. A SOCE a vazizomban is jetent

szerepet tolt be, csokkenése myopatiat okozhat.

A kanonikus tranziens receptorpotencial csatornak laltipusa (TRPC1)

A TRPC1 nem szelektiv, €apermeabilis kationcsatorna, ami mas TRPC
csatornakkal képez funkciondlis tetramereket. A BO@echanizmusban
betdltétt szerepe mindezidaig nem teljesen tisttaadkilonboad szerdk eltél
eredményeket kaptak arra vonatkozéan, hogy a TRPEIIM1-Orail rendszer
része, vagy fuggetlen attél. Néhany kutatécsopary razt is kétségbe vonja,
hogy egyaltalan raktar altal vezéreltetikiidik-e. Ertekezésem masodik felében
a TRPC1 és a SOCE kapcsolatat vizsgaltam, és me@at tisztazni ezen
ellentmondasok egy részeét.



Célkitiizések
A Trisk 32 funkci6janak vizsgalata
A vazizom triadin négy izoformgja kozul a Trisk 8Rttani szerepér
van szinte a legkevesebb informacionk. A fehémgffetied kutatécsoport — az
SR longitudindlis tubulusaban val6 lokalizaci6ja &s |IR-receptorral vald
kapcsolédasa alapjan — az s-Heceptoron keresztili jelatvitelben bet6ltott
szerepét tartotta valostimek.

» Kisérleteink el§ részeként célunk volt egy, a Trisk 32-t stabilan
overexpresszald L6 myoblast sejtvonal létrehozasd, alkalmas a
fehérje funkciéjanak vizsgéalatara.

* Meg kivantuk vizsgalni a tultermelt és az endogéskI32 expressziojat
L6.G8 myoblastokban, valamint a kolokalizaciojukaiz IR;-
receptorral, hogy ezen a sejtvonalon is alatamésszufelrtt
izomrostokrdl és tranziensen transzfektalt tenyekzd mar leirt
adatokat.

« Fluoreszcens [CH; mérésekkel és konfokalis mikroszképpal kivantuk
vizsgalni a Trisk 32 tultermelésének hatdsat az-rdBeptor
mikodésére. Ennek érdekében tobbféle agonistavalonkik
sejtfelszini receptorokon keresztll kivantuk aktivaz IR-atvonalat,
és kozvetlenil az §R-t.

Kutatasunktol azt reméltik, hogy a kapott eredmkngegitsegével

igazoljuk a Trisk 32 IRreceptor szabalyozaséara gyakorolt feltételezettegpet.

A TRPC1 funkciojanak vizsgalata

A TRPC1 SOCE mechanizmusban betoltott szerepe eéraaval
foglalkozdé szamos cikk ellenére — még mindig etimmdasos. Arrdl sem
egyeznek meg a vélemeények, hogy a fehérje milygrdaatban van a SOCE

jobban ismert masik kétéfrésztvedjével, a STIM1 és Orail fehérjékkel.



Kutatasunk soran a TRPC1 differencialoddé myotutmkban betoltott
szerepének a tisztazasattik ki célul.

« Ehhez elszor egy TRPC1l-et overexpresszald C2C12 sejtvonalat
kivantunk létrehozni, aminek segitségével a tuledrmfehérje
funkcidjara a kontroll tenyészetekkel valé 6sszehligs utan fény
derulhet.

o Legfontosabb kérdésink a TRPC1 tultermelésének aCESO
mechanizmusban bet6ltott szerepére vonatkozott, Kgyetkes
lépésként funkciondlis [Gg; mérésekkel kivantuk igazolni, hogy a
TRPC1 raktar altal vezérelt csatornakeént viselkedik

« A TRPC1 tlltermeltetésének a Thomeosztazisban részt vevdbbi
fehérje expresszidjara gyakorolt hatasat is vizsgavantuk, hogy ez
altal felfedhessuk a koztik lékapcsolatot. Kézuluk is leginkabb a
STIM1 és az Orail expressziojanak esikddoképessegének
megvaltozasa érdekelt minket.

« Mivel a TRPC1-6l leirtdk, hogy szerepet jatszik a vazizomsejtek
differencialodasaban, meg kivantuk nézni, hogy ez attalunk
hasznalt tenyészetekben valtozik-e.

Eredményeinkdl azt vartuk, hogy hozzajarulnak a TRPC1 SOCE
mechanizmusban és a vazizom differencialédasbamltiiet szerepének,

valamint a STIM1-Orail rendszerrel valé kapcsolakamegértéséhez.



Anyagok és modszerek
L6.G8 és C2C12 vazizomsejtek tenyésztése
Az L6.G8 (tovabbiakban L6) és C2C12 myoblastoka®ol@oetalis
borjuszérumot tartalmazé Dulbecco altal moédositatgles’s Mediumban
(DMEM) tenyésztettik. A sejteket 37 °C-on, 5% {€enlétében inkubaltuk. A
C2C12 sejtek myotubulussé toréédifferencialédasat a tapoldat modositasaval

biztositottuk 90%-0s konfluencia elérését kéeet

Liposzoma medialt stabil transzfekcid

Az L6 sejtek transzfekciojdhoz Trisk 32 cDNS-seljgma C2C12
sejtekéhez TRPC1 cDNS-sel klonozott pcDNAS.1 edtarexpresszios vektort
hasznaltuk. A transzfekciét Opti-MEM tapoldatbangegik, lipofectamine
2000 reagens felhasznaladsaval. 48 6Oras expredsiu@iben a transzfektalt
tenyészeteket 1000ug/ml geneticint tartalmaz6 DMEM tapoldatban
tenyésztettik tovabb. A szelekcid 14-15. napjansutektalt sejtkoloniakat
izolaltunk. Transzfekcids kontrollként tres pcDNA3vektorral transzfektalt
tenyészeteket hasznaltunk. A fehérjék taltermedtiék hatékonysagat az egyes
kldbnokban immuncitokémiaval, RT-PCR-ral és Westaottal ellerbriztik. A
funkcionalis méréseket kontroll, és transzfektah Inyoblastokon, illetve
kontroll, és transzfektalt, differencialtatott 5-Bapos, sokmagvu C2C12

izomcsoveken végeztik.

RT-PCR

Az RT-PCR analizishez a tenyészetidkieljes RNS-t izolaltunk Qiagen
RNeasy® Mini Kit illetve Trizol reagens segitségévaz igy nyert RNS-
mintdbol Omniscript reverz transzkripcidés kit fedaaalasaval, oligo(dT)
primerek segitségével cDNS-t készitettiink. A spaf cDNS-szekvenciak

amplifikaciojdhoz hasznalt primereket az interneterzaférhét nukleotid-



szekvenciak alapjan allitottukéel A PCR-mintakat végul 2%-o0s agar6zgélen

vizsgaltuk, EZ-Vision Three reagenssel, vagy etidwromiddal megfestve.

Immuncitokémia

Az alabbiakban targyalt immunfestési technikat e@gybalkalmaztuk az
L6 és a C2C12 sejtvonalakon a Trisk 32, agRIRa B2 bradykinin receptor, a
Vla arginin-vazopresszin (AVP) receptor, a TRPCISTdM1, ill. az Orail
fehérjék kimutatasara. A sejtkulturakat jéghideg-d8qparaformaldehid oldattal
vagy -20 °C-os 100%-0s metanollal fixaltuk. A setnbran permeabilizalasat
0,1%-o0s Triton X-100-zal biztositottuk, majd az edfikus helyek blokkolaséara
1% borjuszérum albumin-oldatot (BSA-t) hasznaltuBkt kdvebten a sejteket
primer antitesttel inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakdresztll. Ezt kovéen
minden tenyészet esetén fluoreszceinnel vagy Cy3kmgugalt masodlagos
IgG-t alkalmaztunk. A sejtmagokat DAPI-val (4',6adnidino-2-fenilindol)

tettik lathatova. Az eredményeket konfokalis mikkagppal értékeltik.

Western-blot analizis, ko-immunoprecipitacio

A Trisk 32, a TRPC1, a STIM1, az Orail, agRHA, Il, Ill, a calsequestrin
(CSQ), a RyR, a SERCA, az aktivalt T-sejtek nuktedaktoranak 1. tipusa
(NFAT1), és az aktin kimutatasahoz teljes sejttlizéot illetve sejtmagfrakciot
készitettlink a tenyészetékbA Western blot vizsgalathoz hasznalt mintadkat
szonikalassal feltartuk, majd 1/5 térfogatl, 6tézdbvménységelektroforetikus
mintapuffer hozzdadasaval kezeltik és 5 percigC80r? Hztik. A fehérjéket
elektroforézis segitségével nitrocellul6z membranteanszferaltuk. A
membranokat PBS-ben oldott sovany tejpor 5%-osté@ blokkoltuk, majd
egy éjszakan at (4 °C-on) inkubdltuk a primer astithozzaadasa utan.
Haromszor 10 perc PBST-s (0,1% Tween 20-szal kzpdsPBS) mosas utan a
membranokat torma peroxidadzzal konjugalt 1gG-vekulmaltuk. A jeleket

kemilumineszcencias reakcidoval detektaltuk.



A Trisk32 és az IfR lll. altipusanak (IgR-1ll) kapcsolatanak
felderitéséhez a ko-immunoprecipitacios vizsgaktékllaboracids partneriink,
Sarah Oddoux végezte. Aliink kapott sejtekéii sejtlizatumot készitett, majd
ezt Trisk 32 elleni antitesttel inkubalta, és piotA-Sepharose-zal reagaltatta.

Ezutan az immunkomplexeket megtisztitotta, majd téfasblottal vizsgalta.

Apoptozis, életképesség, proliferacié vizsgalata

A C2Cl2 tenyészetekben veégbemenapoptotikus folyamatok
kimutatasara a MitoProbe Dii(5) Assay Kitet hasznaltuk. A sejtek
mitokondrialis membranpotencialjaval aranyos flsamens jeleket 630 nm-es
gerjeszb €s 670 nm-es emisszids hullamhosszon vizsgaltiiRFEkészulekkel.

Az L6 és C2C12 sejtek életképességét MTT assayizsigaltuk. A
sejteket 2 6ran keresztil MTT reagenssel inkubaltotajd a képadott
formazan kristalyok koncentracidjat kolorimetrias&@0 nm-es hullamhosszon
hataroztuk meg.

Az L6 sejtek proliferacidjanak mértékdt-timidin beépiilés mérésével
hataroztuk meg. A tenyészeteket 1 pCi/fif-timidin tartalm( tapoldatban
inkubaltuk 16 6ran keresztil, majd triklorecetsdvkasaptuk a szolubilis
fehérjéket, és kiszaritast ko%en szcintillaciés folyadék hasznélataval
detektaltuk a mintak radioaktivitasat.

A kontroll és transzfektalt C2C12 sejtek prolifata@&nak és
differencialodasanak dsszehasonlitasdhoz a sepekebs korulmények kozott
tenyésztettik, és naponta felvételeket készitettidhlk. A proliferaciés rata
kiszamitdsahoz minden nap megszamoltuk a sejtmagesk&osztottuk az &to6
nap soran szamoltakkal. A fazids index kiszamitégah differencialtatas
elinditasa utan a tobbmagvu izomcsdvekben talaimaigok szamat osztottuk el

az 6sszes sejtmag szamaval.
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NFAT-riporter rendszer, X-Gal festés

A C2C12 sejtekben az NFAT aktivitasat HSP-NRE |g@Zzmiddal
tortérd transzfekcid segitségével vizsgaltuk. A trans#ieksejtek az NFAT
aktivitas figgvényében B-galaktozidazt expresszaltak a plazmidrél. A
myotubulusok fixalas utan, Jke(CN)-ot és KFe(CN)-ot tartalmazoé reakciés
pufferben oldott 1 mg/ml X-Gal hatasara}-galaktozidaz aktivitds mértékében
kékes elszinémlést mutattak. Az elszingdés intenzitasat ImageJ program

segitségével hataroztuk meg.

Egyedi sejteken tortéré fluoreszcens, intracellularis [C&']-mérés

A sejtek intracellularis [Cd] valtozasait a Fura-2-AM fluoreszcens®Ga
koto festék segitségével mértik. A feltdltést 37 °Ctermosztatban, 60 percen
at végeztuk. A sejtekbe juttatott festek 340 ésr@Bthullamhosszisagok kdzott
valtakoz6 gerjesztését a Photon Technology Intemmait (PTI) Delta Scaff!
kettbs monokromatoros berendezés biztositotta. A Fudédtl kibocsatott
fluoreszcens fényt 510 nm-en interferenciaéz kozbeiktatdsaval egy
fotoelektron-sokszorozé (PMT) segitségével detaktalA két hullamhosszon
tortérd gerjesztés soran mért fluoreszcencia-értékek lims@nol (R=k¢/Fss0)
az alabbi egyenlet alapjan szamitottuk ki az imftataris [C&]-t:

[Cazqi=KD'B'(R'Rmin)/(Rmax'R)-

A sejteket folyamatosan perfundaltuk normal- (NTY) vagy katomentes
Tyrode-oldattal egy kids perfuzidos rendszer segitségevel, és a kulGhboz
mérboldatokat egy lokalperfuzios rendszeren keresalagaltuk kozvetlendl a

vizsgalni kivant sejtekre.

Konfokalis mikroszkbépos mérések
Vizsgalatainkban a Zeiss LSM 510 META |ézer-pasztérkroszkopot
hasznéaltuk Fluo-4 fluoreszcens “Gaots festékkel feltoltstt L6 sejtek Ca

tranzienseinek nyomonkovetésére. Az intracellul®is’], és igy a festék altal
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kotott C&* mennyiségének emelkedésekor a festék fluoreszjarfcikozadik,
ami fényintenzitas novekedéskeént detektalhatd. #oréiszcencia-intenzitas
valtozasat line-scan moédszerrel vizsgaltuk.

A festéket argonion-lézerrel gerjesztettik (488 ,né%) a fluoreszcencia
intenzitast 500-570 nm-es aterésgiiré segitségével detektaltuk. A sejteket
kalciummentes Tyrode-oldattal folyamatosan perfiltndaegy kul$ perfuzids
rendszer segitségével, a @wdatok adagolasa lokalperfuziés rendszer
segitségével tortént. A felvételeket egy, az irttéaden fejlesztett program
segitségével elemeztik ki. A felvételek fluoreszcgat (F) az alap
fluoreszcenciara @ normalizaltuk, majd a tranziensek amplitUd @& F,-ként

hataroztuk meg.
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Eredmények

A Trisk 32 funkci6janak vizsgalata

A Trisk 32 fehérje szintézisét pcDNA3.1 plazmid-ieek rendszerrel
erositettik fol L6 sejtvonalban. A geneticines szei@katan RT-PCR,
immuncitokémia, és Western-blot segitségével védtsk ki a fehérjét
legnagyobb mértékben tdltermiebejtklont, és a tovabbi kisérleteket ezen a
klbnon végeztik. Transzfekcios kontrollként UresDN&3.1 vektorral
transzfektalt sejteket hasznaltunk. Az Ures esiskT32-t tartalmazo vektorral
tortérd transzfekcié nem befolyasolta a sejtek életkémgts@zonban azonos

mértékben, szignifikdnsan csotkkentette a myoblastokferaciojat.

A Trisk 32 fokozza az JR-on keresztiili Ca-felszabadulast

Western-blot segitségével kimutattuk, hogy a kdhtés transzfektalt
sejtekben azonos mennyiségben volt jelen gR-IRes Ill, mig az IER-Il nem
volt kimutathatdé bennik. A dominans izoforma az ;RMI volt.
Immuncitokémiai ketis jeloléssel és ko-immunoprecipitacioval igazoltak
IP;R-IIl és a Trisk 32 kozvetlen kdlcsOnhataséat isaagzfektalt sejtekben.

Az overexpresszid funkcionalis hatasanak kimutdtdsaz IR Utvonalat
a V1 vazopresszin- és a B2 bradykinin receptorokenesztil kivantuk
aktivalni. A két receptor jelenlétét immuncitokénaé bizonyitottuk a vizsgalt
sejteken. Konfokdlis mikroszképpal, line-scan Uzedban végeztink
méréseket kontroll és Trisk 32-t tultertialejteken. [CH]. hianyaban, 0,iM
AVP lokalis adagolasaval aktivaltuk azzlBtvonalat. Az AVP Aaltal kivaltott
Cd*-tranziensek amplitidéja szignifikdnsan magasatib(ps0,01) a Trisk 32-
t tultermeb sejtekben (3,26,23, n=34, F/Fként kifejezve), mint a kontroll
(1,45t0,17, n=21) és az ures pcDNA3.1 vektorral trangafek2,02-0,23,
n=25) myoblastokban, azonban a kontroll és az tmddorral transzfektalt
sejtek esetében a tranziensek amplitidéja nem kdkiit szignifikansan. Az

IP;R antagonistaja, a Xestospongin C, ezeknek a #raseknek az amplitudojat
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szignifikansan lecsokkentette, ami arra utalt, hegipban az IfR-on keresztul
szabadult fel a C4 Az [C&']; egyedi sejten tortén mérésével, 2QM
bradykinin alkalmazaséaval, is hasonlé eredményddagitunk mind 1,8 mM
[Ca™]. jelenlétében (a tranziensek amplitidéjaBnM, n=23 volt a kontroll,
és 42&84 nM, n=27 a Trisk 32-t tultermelsejtekben,p<0,01; a felszallo
szaruk meredeksége 311 nM/s volt kontroll sejtekben, és 3596 nM/s a
Trisk 32-t tultermea) sejtekbenp<0,01), mind [C&]. hidnyaban (a tranziensek
amplitadoja 9229 nM, n=31 volt a kontroll sejtekben, illetve 244 nM, n=21
a Trisk 32-t tdltermé& sejtekben, p<0,02). Megemlitend hogy ezek a
killdnbségek nem a nyugalmi [€g névekedésének kdszénbek, ugyanis az
lényegében azonos volt a kontroll és transzfelddjitekben (782 nM, n=31
illetve 74+2 nM, n=21p>0,9) [C&"]. hianyaban.

Az IP;R-t 50 uM thimerosal lokélis adagolasaval kozveilesktivalva,
az igy kivaltott C&-tranziensek lényegében egyform#iz@,8) voltak mind az
amplitiddjukat (84,2+5,4, 82,7+7,4, illetve 83,184M), mind a felszallé
szaruk meredekségét ibein (0,26+0,04 a kontroll, 0,25+0,01 az Ures vektorr
transzfektalt, és 0,27+0,04 nM/s a Trisk 32-t minftels sejtekben).

A Trisk 32 overexpresszioja nem befolyasolja a SOCE

Az IP; Utvonal aktivalasakor megfigyelt nagyobb*Gamanziensek egyik
magyarazata a SOCE fokozddasa lehetett. A sejtekcidlularis C&-raktarat
Ca*-mentes kdzegben, 2 pM thapsigarginnal (TG) kiétita normal [C].
visszadllitasa utdn a SOCE-t kiséEd -tranziens amplitiddja (1848 nM,
n=22 kontroll, és 12622 nM, n=21 Trisk 32-t tultermé&lsejtekbenp>0,4), és
felszallo szaranak meredeksége {0,2 nM/s kontroll és 1#),4 nM/s
Trisk 32-t tultermad sejtekben; p>0,2) nem kilénbozott szignifikansan.
Emellett Western-blottal kimutattuk, hogy a STIM&peesszioja lecsokkent,
mig a TRPC1 expresszidja nem valtozott a transaltekejtekben. Az [C4;

valtozasok mérése leléstget adott az SR Eaartaiméanak vizsgalatara is.
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Kontroll és Trisk 32-t tultermél sejtekben 6sszehasonlitottuk a TG Aaltal
kivaltott Ca*-tranziensek paramétereit. Sem a TG altal kivalbahziensek

integralja ©>0,8; 27,&3,1 mM-s, n=7 és 284,5mM-s, n=15), sem az
amplittdéja p>0,1; 14&19, n=7 és 1925, n=15) nem valtozott meg

szignifikansan az overexpresszio hatasara.

A Trisk 32-t tultermel myoblastokban nem valtozik a RyRkidése

Az IP;R-on keresztiil felszabadulé €a RyR-on keresztiil Gaindukalt
Cd*-felszabadulast (CICR) valthat ki. Annak vizsgalatdhogy a Trisk 32
overexpresszidja a RyR-en keresztll fejti-e ki aasa, 30 mM koffein
adagolasaval aktivaltuk a receptorokat, azonbarjiksjelends része nem
reagalt az anyagra, és a megfigyelt tranziensekKitgja is hasonl6>0,3)
volt a kontroll (637 nM, n=19) és transzfektalt (58 nM, n=20) sejtekben.
Emellett a RyR expresszibja sem volt kimutathatéegiekben Western-blot
segitségével. Amikor a RyR antagonistaja, 10 uMadkn jelenlétében a
Trisk 32-t tultermed sejteket bradykininnel vagy AVP-vel stimuléltuk Caf*-
tranziensek amplitaddja nem kulonb6zott szignifikam a gatldészer alkalmazasa
nélkul kapott eredményekhez képest, ami alapjan BCRC szerepe

elhanyagolhatonak tekintltetzekben a sejtekben.

A TRPC1 funkciojanak vizsgalata

A TRPC1 fehérje szintézisét pcDNA3.1 plazmid-veki@ndszerrel
erositettiik fol C2C12 myotubulusokban. 2 hét genetisiszelekcio utan RT-
PCR, immuncitokémia, €s Western-blot segitségéakdsetottuk ki a fehérjét
legnagyobb mértékben tultermekejtklént. Transzfekcidés kontrollként Ures
pcDNA3.1 vektorral transzfektalt sejteket haszmdttu A funkciondlis
mérésekhez kontroll és TRPC1-et overexpresszafterahcialtatott, 5 napos

izomcsoveket hasznaltunk. MTT assay és HBL Assay segitségével
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kimutattuk, hogy az overexpresszid6 hatdsara nemkkesd a sejtek

életképessege, és nettraz apoptdzisra vald hajlamuk sem.

A TRPCL1 tdltermeltetése fokozza a SOCE-t

A TRPCL1 overexpresszié SOCE-ra gyakorolt hatas&imalktatasahoz a
sejtek bel§ Ca*-raktarat C&-mentes Tyrode-oldatban 4 pM thapsigarginnal
kitiritettik, majd a normal, 1,8 mM-os [€R visszadllitasa utdn mértiik az
[Ca™]; véaltozadsat. A TRPC1 overexpresszid kovetkezmémypelé SOCE-t
kisé Ca *-tranziens amplitidéja (129+6 nM, n=14 a kontré, 210+19 nM,
n=24 a TRPC1-et overexpresszalb sejtekben) ésafldiszaranak meredeksége
(3,7£0,6 nM/s, n=20 a kontrollban, és 6,1+0,7 nMfss24 a TRPC1-et
tultermeb sejtekben) szignifikAnsanétt a transzfektalt izomcsévekben. A
TRPC1-et kisebb mértékben talterthetejtkibnokban a SOCE nagysaga a
TRPC1 expresszid6 mértékével korrelalt. Az Ures pBBN vektorral
transzfektalt myotubulusokban a SOCE a kontrollhesonl6 nagysagu volt
(3,0+£0,3 nM/s, n=12 a felszall6 szar meredekségel%5+10 nM, n=13 az
amplittdéja; p>0,3). A nyugalmi [C&]; a kontroll és TRPC1-et tulterntel
sejtekben kozel azonos volt, rdadasul a thapsigaddial kivaltott CA'-
tranziensek amplitidéjaban sem volt szignifikan®ktiség, ami arra utal, hogy
az SR C#-tartalma nem valtozott a TRPC1 overexpresszidjahatdsara.
Amikor a kontroll és a transzfektalt izomcsovekethapsigargin adagolasaval
egy Iidbben a TRPC inhibitor YM-58483-mal kezeltik, a SOCE
tulajdonsagaiban mutatkozé kulonbségek nem csalkzinetgk, hanem a SOCE
kialakulasanak sebessége a TRPC1-et tultérmemcsovekben (1,1+£0,2 nM/s,
n=16 a tranziensek felszallo6 szardnak meredekségedy a kontrollnal
(1,8+0,3 nM/s, n=19) is alacsonyabb volt. Az anyelgnlétében a SOCE kis
mértékben, de nem szignifikdnsan, kisebb volt aGREt tultermel sejtekben
a kontrollhoz képest, ami ezekben a sejtekben MEDrail rendszer csokkent

mukodésére utalhat.
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A TRPC1-et tultermélsejtekben csdkken a STIM1 és a SERCA expresszidja

Ahhoz, hogy az éké feltevést bizonyitsuk, a €afiiggs jelatviteli
Gtvonalakban részt vévfontosabb fehérjék expressziévaltozasat Westenttalbl
vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a STIM1 és a SERE#presszioja
szignifikansan csokkent, mig az aktin, az OrailRy¥R és a calsequestrin
expresszidja nem valtozott. Azonban immuncitokémlidmegfigyeltik, hogy a
lecsokkent mennyiség STIM1 is képes punktakba rendeni, ezaltal
funkcionalis maradhat.

A SERCA expressziocsokkenés élettani hatasainag&iatahoz 120 mM
KCl-dal depolarizaltuk az izomcsoveket, és az igsalkott Ca *-tranzienseket
vizsgaltuk. Sem a tranziensek amplitidoja (235480 m=16 a kontroll, és
230423 nM, n=26 a transzfektalt sejteknél), sem S&-| tortérs Ce*-
felszabadulas fluxusa (188+21 uM/s adbélinél, és 193+14 uM/s az utébbinal)
nem valtozott szignifikAnsampx0,8) a TRPC1-et tultermgizomcséveken, ami
arra utal, hogy sem a RyR-on keresztili “‘@alszabadulds, sem a
fesziiltségfiigy C&*-csatornak mikddése nem valtozott. Masrésizviszont, a
tranzienseket kovéen az [C&]; szignifikdnsan lassabban csokkent és
magasabb alapértékre allt be a transzfektalt izowsden (a nyugalmi [CH;
kulonbsége a tranziensekoéwd és utani allapot kodzott 3,5+0,6 nM volt a
kontroll, és 11,0+£1,2 nM volt a TRPC1-et tulterthekjtekben), ami a SERCA
pumpéak csokkent Ghifelvews kapacitasara utal. Ezt a RY szamolasaval
szamszdisitettik, ami szignifikAnsamp<0,01) csokkent a TRPC1-et tllteriel
izomcsovekben (342+20 uM/s) a kontrollhoz (465+38/§) képest.

A TRPCI1 tultermeltetése zavarokat okoz a sejtédreifcialodasaban
A TRPCl-et tdltermé&l tenyészetek morfolégiajanak eltérését is
megfigyelhettik a kontrollhoz képest a differendgtils soran. Azonos

korilmények kozott tenyésztve, a tobbmagvu izomekdé$bb jelentek meg
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és vékonyabb atm@fiek voltak a TRPC1-et tulterntetenyészetekben, mely
megfigyeléseket a proliferacios rata és a fuzidglexn szamolasaval
szamszdisitettik. A morfologiai valtozasok okat keresve, MEAT1 newvi
transzkripciés faktor cstkkent magbéli aktivitadateztik fel a TRPC1l-et
tultermeb sejtekben Western-blot, illetve HSP-NRE NFAT-rifgorplazmid és
X-Gal festés |§<0,05; 57,5+1,4 AU, n=75 kontroll, és 46,1+2,6 Abs45
TRPC1-et overexpresszalé myotubulusokban) alkals@vzd.
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Megbeszéles

Disszertaciomban két olyan fehérjét vizsgaltam,yeielélettani szerepe
nem teljesen ismert. Mindkétt;l feltételezik, hogy részt vesz a sejtek’Ca
homeosztazisdnak szabdalyozasaban, az egyik a plarkwtikus retikulum
(SR) C&'-raktarabdl tortéh Ca'-felszabadulasban, a masik a raktaririlést
kévet extracellularis Cd-bearamlasban (SOCE mechanizmusban) télthet be
fontos szerepet. A disszertdcibomat megalapozé l&fskr soran
bebizonyosodott, hogy vizsgalataim egyik targyaaaizom triadin 32 kDa-os
izoformdja (Trisk 32) diteljesen fokozza az iPreceptoron (IBR) keresztili
Cd*-felszabadulast, mig a kanonikus tranziens receptencial csatornéak 1.
altipusa (TRPC1) a SOCE mechanizmusban vesz ré§zt&tornaként.

A Trisk 32 fokozza az IBR miikodését

Patkany vazizomban a triadin fehérjének négy izofga azonosithato,
melyek ugyanazon géfir képzds splicing variansok. A Trisk 32 élettani
szerepéil kevés informaciéval rendelkezink. Feltételezésadint a szarkomer
struktirajanak fenntartdsaban és azRIBn keresztilli Ca-felszabadulas
szabalyozasaban vehet részt.

Kutatasunk soran patkany eredet6.G8 myoblastokat hasznaltunk,
melyek nem képesek myotubulusokka differencialédgy bennik az 1P
atvonal a RyR zavaré hatasa nélkidl tanulmanyozhatésejtekben stabil
transzfekcidéval tdltermeltettitk a Trisk 32 fehériéimelyet RT-PCR,
immuncitokémia, és Western-blot segitségével igankl Kimutattuk az 1R
és a Trisk 32 kolokalizici6jat a transzfektalt eddpen, valamint ko-
immunoprecipitacioval igazoltuk a két fehérje kdse kapcsolodasat is.

A Trisk 32 overexpresszibjanak funkcionalis hataskonfokalis
mikroszképpal és egyedi sejten totéfCa’]-méréssel vizsgaltuk. Az 4P
medialt C&'-felszabadulast arginin-vazopresszin és bradykirokalis

adagolasaval értuk el. A konfokalis mikroszkoposzsgélatok soran
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bebizonyosodott, hogy 0jiM AVP lokalis adagolasara a Trisk 32-t tulterthel
sejtek szignifikansan nagyobb amplitid6ju®Gmanzienseket produkalnak a
kontroll és az Ures vektorral transzfektalt sejekképest. A 20 uM bradykinin
altal kivaltott C&*-tranziensek amplitidoja és felszalld szaranak deksége is
szignifikansan nagyobb volt a Trisk 32-vel trankidé sejtekben a kontroll
sejtekhez képest, normal extracellularis“’@mncentraciod ([C4].) mellett és
Cd*-mentes kézegben egyarant. Az, hogy az V1 vazagireés B2 bradykinin
receptor stimulalasa is hasonléan megemelkededsxtlvaltott ki a Trisk 32-t
tultermeb sejtekben, arra utal, hogy a vizsgalt fehérje m&@xvetlentl a két
membranreceptorra hat.

Az IP;R thimerosallal tortéh kdzvetlen ingerlése a kontroll és
transzfektalt sejtekben azonos nagysagti-Galaszokat valtott ki, aminek két
oka lehet. Az egyik lehéség az, hogy az }R konduktanciaja nem valtozott a
Trisk 32 overexpresszio kovetkeztében. A masik gpedi, hogy a Trisk 32 az
IP;R-I-et nem, csak az tR-Ill-at szabalyozza, ez utdbbira pedig nem hates.s

Az endoplazmas retikulum (ER) €aartalmanak kitiriilése soran a téels
raktarak feltdltésére az extracellularis t8riCa-bearamlas térténik. E jol
szabalyozott Céa-felvételi mechanizmust raktéar altal vezérelt Gzelépésnek
nevezziik. A Trisk 32 overexpresszidjanak kovetkeméa SOCE-t kisérCa -
tranziens amplituidoja és meredeksége nem valtezgnifikansan a benne
részt vev STIM1 fehérje expresszidjanak médosulasa ellenére.

Az IP;R-on keresztiil felszabadulé €aa szomszédosan elhelyezéed
rianodinreceptorok megnyilasat, és rajtuk keredmtidbbi C4&" felszabadulasat
okozhatja (C&-indukalt C&'-felszabadulds). A RyR szerepét a receptor
agonistaja, (30 mM Kkoffein) illetve antagonistdjal0 @M rianodin)
alkalmazaséaval vizsgaltuk, mely esetekben nem smynifikans kilonbség a
két sejttipus kozott. Ez arra utal, hogy a Trisk 82erexpressziéja nem

befolyasolja sem a RyRithodését, sem a CICR-t a vizsgalt sejtekben.
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Eredményeink arra utalnak, hogy a Trisk 32 nem ckéakvetlendl
kapcsolédik az 1P receptorhoz, de jelefd mértékben részt vesz az azon

keresztiil tortét C&*-felszabadulas szabalyozasaban is.

A TRPC1 overexpresszioja feleésiti a SOCE-t

Munkam masodik felében a TRPC1 funkciojat vizsgiéigerleteinkél
szamoltam be. Itt a TRPC1 overexpresszidjanak attdgsgaltuk a SOCE
mechanizmusra, melynekikiddése szamos fehérje (STIM1, Orail és TRPC1)
egylittnikodésédl fiigg. Ismert, hogy a STIM1 feladata a f(Jaérzékelése az
ER-ben, az Orail a felszini membran’@zsatorndja, mig a TRPC1 szerepe —
mint raktar altal vezérelt csatorna, vagy enneizeé- és kapcsolata adlabi
két fehérjével nem teljesen tisztazott.

Kisérleteinkben liposzoma-mediélt plazmid transeiékal C2C12 egér
eredel vazizomsejtekben tultermeltettiik a TRPC1 fehéAetoverexpressziot
MRNS szinten RT-PCR-ral, fehérje szinten pedig imoitokémiaval és
Western-blot technikaval igazoltuk.

A TRPC1 overexpresszié eredményeként a SOCE-tkB&f-tranziens
amplitidéja és felszallasi meredeksége szignifizangdtt a TRPCl-et
tultermeb C2C12 myotubulusokban. Ez az overexpresszio m@&ratlkorrelalni
latszott. A TRPC antagonista YM-58483 alkalmazéssars a TRPCl-et
overexpresszalé myotubulusokban a SOCE-val egyéitd jC&*-tranziens
meredeksége szignifikdnsan, amplitiddja pedig kigeenem szignifikansan
csokkent a kontrollhoz képest, ami a tdltetdétt TRPC1 gatolhatosaga
mellett a STIM1-Orail rendszer csokkenikddéseére is utalhat.

Ezekben a sejtekben a STIM1 valamint a SERCA espr@anak
csokkenését Western-blot technikaval igazoltulkJigbbi magyarazhatja azon
megfigyelésiinket, hogy 120 mM KCI altal kivaltotGtranzienseket kdvéen
a C&'-visszavétel lassult, és magasabb nyugalmf’]Ceolt megfigyelhes. A
két fehérje expressziocstkkenése feli@llegt a sejtek kompenzacios valasza
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volt a TRPC1 overexpresszidjara. A STIM1 csokkenédwr a punktakba
rendesddeésre tovabbra is képes maradt — a SOCE masik alayoaz Orail-en
keresztilli C&-belépés csokkentését okozhatta, mig a SERCA crékkea
raktar taltolbdésésl védhette meg a sejteket.

A TRPC1 fehérje tultermeltetésének hatdsara magialvaltozasokat is
észleltiink, a myoblastok differencialédasadckdskezddott, €és a myotubulusok
vékonyabbak voltak a kontroll sejtkultirakhoz visyilva. Ezekért, a
myotubulusok fazidjanak beinditasahoz szikségesATF(aktivalt T-sejtek
nuklearis faktora 1) név transzkripcios faktor csokkent sejtmagon belili
aktivitasat tettik felélssé, melyet magfrakcié izolalasaval és az ezenetggz
Western-blot vizsgdlattal igazoltunk is. Mivel azFAT aktivitasvaltozasa
[Ca®]-fliggd folyamat, a TRPCL1 taltermeltetés kovetkeztében vé@kogzott
SOCE, vagy a KCI altal kivaltott Catranziensek utani magasabb nyugalmi
[Ca’™]; ezen keresztill okozhatta a sejtek csokkent diftaadddasi képességét.
Ugyanakkor azt is megdallapitottuk, hogy a trandZiék myotubulusok
életképessége és apoptozisra vald hajlama nemzetiltszignifikhnsan a
kontrollhoz képest.

Eredményeink arra utalnak, hogy a TRPC1 expressmj nbvelése a
SOCE fokozédéasat okozza, és negativ visszacsadbksabalyozza a STIM1-
Orail rendszert és a SERCA aktivitdsat, valdszntéve ezen fehérjek

egyuttmikddését.
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Osszefoglalas

Ertekezésemben olyan fehériék szerepét vizsgaltamelyek részt
vesznek a vazizom differencialdodas korai stadiuaraibz IR receptor (IER) és
a raktar altal vezérelt Gabelépés (SOCE) szabalyozasaban.

A vazizom triadin 32 kDa-os izoformajanak (TrisK) Eettani szerepér
eddig nem voltak konkrét informacidink. L6 myobladian tultermeltetve
kimutattuk a kolokalizaciojat és kdzvetlen kdlcsatésat az IfR-ral, €s ennek a
funkcionalis kdvetkezményeit is megfigyeltiik. AzzlBtvonalat mind a B2
bradykinin, mind a V1 AVP receptorokon keresztitivva a megfigyelt C&-
tranziensek joval nagyobbak voltak a Trisk 32-trexpresszald sejtekben, mint
a kontrollban. Ezek a nagyobb tranziensek azonlam a rianodinreceptor
aktivitasa vagy a SOCE mechanizmus fokozédasa fitwk Iétre, hanem
sokkal valészitibb, hogy a Trisk 32 kozvetlentl hatassal van azRIP
megnyilasara.

A SOCE mechanizmus tobb fehérje 6sszehangiiibohése révén valosul
meg. A legtdbben elfogadjdk, hogy a kanonikus iere receptorpotencial
csatornak 1. altipusa (TRPCL1) is részt vesz a fia#iyhan, am a szerepe sok
esetben ellentmondasos. A TRPC1-et C2C12 myotubkibas termeltettik tal,
és kimutattuk, hogy a transzfektalt sejtekben aerexpresszidé meértekével
aranyosan fokozodik a SOCE mértéke. Ezekben akbepiemegfigyeltik a
sztromalis kolcsénhaté molekula 1 (STIM1) —az SE*Gzenzora— és a
szarko-endoplazmatikus  retikulum “C#\TPaz (SERCA) expresszio-
csokkenését is, amely kompenzaciés valasz lehatetiktar taltébdéesének
elkerllése érdekében. A TRPCl-et tultekinskjtek differencialédasaban is
zavarok keletkeztek, melyért az aktivalt T-sejtelklearis faktora 1 (NFAT1)
transzkripciés faktor csokkent sejtmagi aktivitasdettik felebssé.
Eredményeink alapjan a TRPC1 részt vesz a SOCEanirhusban és negativ

visszacsatolassal hatassal van a STIM1-Orail rendsikodéseére is.
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