EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

A vazizom Ca?"-homeosztazisanak médosulasa egyes
regulatorikus fehérjék expressziojanak megvaltozasa esetén

Bodnar Dora

Témavezeto:
Dr. Szentesi Péter

DEBRECENI EGYETEM

MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI ISKOLA

DEBRECEN
2015



Tartalomjegyzék

TartalomMEGYZEK ...........ooiiuiiiiiiiiiiie e 2
ROVIAIESEK JEGYZEKE ... 4
KUICSSZAVAK: ..o 6
K BYWOI TS .ttt bbbt bbbt b e bbbt bttt 6
BEVEZELES .......ooviiiiiiiiiici 7
L Irodalmi RALEEY .............cooii e 7
L1. A MOZEAS @VOIUCIO A ........vveeiviiiiiii i 7
1.2. Az izomsejtek altalanos tulajdonsagai................c.ccooiiiiiiii 7
L3 AVAZIZOM ... 9
1.4. A Ca?* jelentésége és felszabadulasa a vazizomban................ccoeeevriiriiieriennnn, 12
L5, A MYOSTALIN.....ccuiiiiiic et e e e b e e e s e steeresne e re e 17
1.6. Az MTM1 és kiilonb6zo PtdInsP csoportok kapcesolata ... 24
L7, CEKItUZESEK. ..o 27
I1. Anyagok €s MOASZErek..............cooviiiiiiiiiiiii e 29
TELe ATTREOK ... 29
I1.2. Paroztatas és genotipizalas a Cmpt allatoknal.................ccocooeiiiiiiiiii e 29
1.3, 1N VIVO KISETTELEK . .......oviviiiiiiiiiciiee s 30
TL.3. 1. FUutOmMAlom ..ot 30
O ] o K (=774 SO S USSP 30
114, IN VITrO VIZSZAIALOK ........ccooviiiiiiiiicieeee e 30
I1.4.1. Az egyedi vazizomrostok elOKESzitése..................cccoooiriiiiiiiiiiiniiic e 30
11.4.2. Nyugalmi membranpotencial meres....................cccooiiriiiiiiinc e 31
I1.4.3. Kontraktilis fehérjék Ca?" érzékenységének vizsgalata ..............cccooovrvennne. 31
11.4.4. Teljes-sejtes Ca?* KONCENTIACIO MEIES.............cccovviiiiiiiiieeeeeeeeens 35
I1.4.5. A depolarizacioval Kivaltott [Ca®*]i valtozasok mérése konfokalis
MIKIOSZKOPPAL ... 37
11.4.6. Elemi kalcium-felszabadulasi események detektalasa...................cc.cooevrnnne. 39
11.4.7. Az SR-b6l torténé kalciumfelszabadulas szamitasa.................cccocevviiiniennnn, 40
11.4.8. 1N VIVO €leKEtroPOraCio ..........ccveuviviiiiiiiiiieiec e 41
11.4.9. Elektrofiziologia és membran aram analizis ....................ccccoiiiiii s 42
11.4.10. Adatelemzés és statisztiKa....................ocooiiiiiii 42
IIL Eredme@nyek ..........coooiiiiiiiiiii e 43
ITI.1. A myostatin hiany funkcionalis vizsgalata ......................cccooi 43
HHELL IN VIVO KESETIEtek .........c.ooviiiiiiiiiiiec e 43
THL.1.2. 1N VIEFO KISETIELEK .......ocveeiieiiciiccieee e 44
II1.2. A myotubularin PtdIns szubsztratjainak hatasa a fesziiltség-aktivalt Ca?*
felszabaduldsra VAZIZOMDAN ................ocooi i 55
111.2.1. PtdIns(3,5)P2 és PtdIns(3)P csokkenti a fesziiltség-aktivalt Ca®*
FelSZADAAUIAST ... 55
111.2.2. A PtdIns(3,5)P2, PtdIns(3)P és PtdIns(5)P csokkentette az elemi
kalciumfelszabadulasi események szamat permeabilizalt izomrostokban ............... 61
I11.2.3. Az MTM1 overexpresszioja nem befolyasolja a fesziiltség-aktivalt
kalciumfelszabaduladst................coooiiiiiii 64
IV IME@DESZEIES ... 69
IV.1. A myostatin deficiencia hatasa az EC-kapcsolatra.............ccccooeiinniiiinicinn, 69
VI.2. A MTM1 modosulasanak hatasa az EC-kapcsolat miikodésére........................... 73
V. OSSZEOGIALAS .........c.coovveiieeeceee ettt s sttt en ettt s e e ses s, 76
VL SUMIMATY ...ttt bttt ekttt e e be e e st e et e e e nb e e nbe e e mb e e ebeeenneenneeannis 79



VIL IrodalomJeGYZEK ............ccooiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e bee s 81

VIIIL. KozleményeK lStAJa............ccoooiiiiiiiii e 91
IX. El6adasok, poszterek liStAja..............cccocovviiiiiiiiiiii e 92
IX.1. Angol nyelvil el0adasok ...............ccooiiiiiiiiii 92
IX.2. Magyar nyelvil POSZEETreK ............cccoviiiiiiiiiiiiiiiie it e 92
IX.3. Angol nyelvil POSZEErek ............ccooiiiiiiiiiiiiei 93
X, KOSZONetNYIIVANIEAS. .........ocovviiiiiiiiiie e 95



Roviditések jegyzéke

[Ca?*]e: extracellulris kalcium koncentracid
[Ca?*]i: intracellularis kalcium koncentraci6
Ach: acetilkolin

ActRIIB: aktivin receptor IIB tipus

Akt: aktivin

ALKA4: activin-like kinase-4

ALKS: activin-like kinase-5

ATP: adenozin trifoszfat

BMP-1: bone morphogenetic protein 1
BMP-2: bone morphogenetic protein 2
BMP-3: bone morphogenetic protein 3

BTS: N-benzil-p-toluenszulfonamid

C2C12: egér mioblaszt sejtvonal

CICR: kalcium indukalta kalciumfelszabadulas
CMC: 4-kloro-m-krezol

Cmpt: MstnCmp-ditAbe eodrtirzs

CNM: centronuklearis miopatia

CSQ: calsequestrin

DHPR: dihidroporidin receptor

DNS: dezoxiribonukleinsav

EC-kapcsolat: excitacios-kontrakcios kalcsolat
EDL: extensor digitorum longus

ERKZ1/2: extracellular signal-regulated kinase 1/2
FDB: flexor digitorum brevis

FDHM: full duration az half maximum

FL: kalcium fluxus

FoxO: Forkhead boksz protein

FTHM: maximalis amplitado feléhez tartozo
id6tartam (full time at half maximum)

FWHM: térbeli szélesség (full width at half
maximum)

GASP-1: growth and differentiation factor
associated serum protein 1

GDF-1: growth differentiation factor-1

GFP: green fluorescent protein

IPsR: inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptor

KCI: kalium-klorid

Kd: disszociacios allandd

LTBP3: latent TGF-p binding protein 3

MAPK: mitogen activated protein kinase
MAPK: mitogen-activated protein kinase
MAPKK: mitogen-activated protein kinase cascade
MEK: mitogen-activated protein kinase cascade
Mstn: myostatin

MSTN: myostatin

MTM1: myotubularin 1

mTOR: mammalian target of rapamycin

mtsai: munkatarsai

MURF-1: muscle ring finger 1

myf5: miogén regulalo faktor

MyoD: miogén regulalo faktor

NF-xB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells

nH: Hill koefficiens
NTY: normal Tyrode’s oldat
p38: mitogén-aktivalt-protein kinazok csaladja

pCaso: félmaximalis er6t eredményezd kalcium
koncentracio

PMCA: plazmamembran Ca?*-ATP4z
PtdIns(3)P: foszfatidilinozitol 3-foszfat
PtdIns(3,5)P2: foszfatidilinozitol 3,5-biszfoszfat
PtdIns(5)P: foszfatidilinozitol 5-foszfat

PtdInsP: foszfatidilinozitol foszfat



Raf: serine/threonine-specific protein kinases
Ras: protein of small GTPases
RyR: rianodin receptor

SERCA: szarko- endoplazmatikus retikulum Ca?*
ATPaz

SOL: musculus soleus
SR: szarkoplazmatikus retikulum
Tactice: aktiv izomerd

TAK-1: Transforming growth factor B activated
kinase-1

TEA: tetraethylammonium

Tg: tapsigargin

TGF-B: transzformald novekedési faktor-béta
TM: tropomiozin

TN-C: troponin-C

TN-I: troponin-I

Tpassive: passziv izomerd

XLMTM: X-kotott miotubularis miopatia
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Bevezetés
I. Irodalmi hattér
L 1. A mozgas evolucioja

A mozgas az alapvetd ¢életjelenségeink egyike, mely soran a kémiai energia
mechanikai energiava alakul at. Megkiilonboztetiink hely- vagy helyzetvaltoztatd mozgast,
attol fiiggéen, hogy az adott ¢l6lény a térben elfoglalt helyét valtoztatja, vagy a helye nem,

csupan az egyes testrészek illetve a szervezeten beliili szervek helyzete valtozik.

Gerincesekben az izom kiilonbozo feladatokat lat el, igymint a test mozgasainak
kivitelezése, a test helyzetének stabilizalasa, testtartds biztositdsa, a belsd szervek
térfogatanak szabalyozasa, korkords zaroizmok felépitése, anyagok (vér, nyirok, vizelet,
levegd, taplalék, folyadék, ondd) mozgatasa a szervezeten belill, munkavégzés, izommunka,
hétermelés. Az allatok filogenetikai fejlédése soran a kiilsé vazat felvaltotta a bels6 vaz, mely
a gravitdciohoz valé alkalmazkodéasnak jobban megfelelt, konnyedebb volt, bar kevesebb

védelmi funkciot latott el.

1.2. Az izomsejtek altalanos tulajdonsagai

A gerincesekben talalhatd izomszovet sokrétii feladatnak tesz eleget, amit a benne
talalhato specializalt, nagyfokt rendezettséget mutatd, megnyult sejtek tesznek lehetdvé. Az
izomsejtek els6dleges funkcidja az sszehuzodas.

Az 1zomszoOveteket az Oket felépitd kontraktilis sejtek morfoldgidja alapjan két 6
csoportra oszthatjuk. Az elsé tipus a hardntcsikolt izomszovet, melyben a sejtek
harantcsikolatot mutatnak a fénymikroszkopos vizsgalat soran. A masodik tipus a
simaizomszovet, amelyben nem fedezhetd fel harantcsikolt struktara (Isd. lentebb).

A sejteket kiviilrol sejtmembran, szarkolemma vesz koriil. A szarkolemma integrans
membranfehérjéket, ioncsatorndkat és kiilonb6zd receptorokat tartalmaz. Az izomsejtekben
specializalt endoplazmatikus retikulum van jelen, melyet szarkoplazmatikus retikulumnak
(SR) neveziink. F§ feladata a nagy mennyiségii Ca?* raktarozasa.

Az 1izomsejteket kontraktilis fehérjék, miofilamentumok épitik fel, ezek biztositjak az
0sszehuzodast. Megkiilonboztetiink féleg aktin molekuldkat tartalmazé vékony filamentumot,
valamint miozintartalmt vastag filamentumot. E két filamentum tipus hozza létre az Un.

miofibrillumokat.



A kontrakcid sordn a miofilamentumok elmozduldsa nagy mennyiségii Ca?" ion
jelenlétét igényli, amelyet az SR fedez.

Mivel a kontrakcido mechanizmusa igen energiaigényes folyamat, az izomsejtben nagy
mennyiségli mitokondrium is talalhato.

Az izomban egy egyediilallo struktura, a transzverzalis, azaz a T-tubulus rendszer
talalhat6. A T-tubulus a sejtmembran invagindcioja, amely gyliriiszerien korbeveszi az egyes
miofibrillumokat a Z lemez mentén (szarkomerenként egy T-tubulus) vagy az A és az I csik
hataran (szarkomerenként két T-tubulus). A T-tubulus rendszer el6bbiekben leirt specialis
morfoldgiaja faj specifikus, kétéltiiek (pl. béka vazizom) esetében szarkomerenként egy T-
tubulus talalhatd, mig az emlés vazizomban ketto.

A T-tubulusok kozvetlen kozelében talalhatok az izomrost tengelyével parhuzamosan futo
longitudinalis tubulusok kiszélesedett végei, a termindlis ciszterndk. A T-tubulus és két
oldalrol 6t kozrevevo termindlis ciszternak egyiitt triddot alkotnak (1.4bra). A T-tubulus és a

terminalis ciszterna membranja kozott egy alig 10-15 nm széles rés (junkcio) talalhato.

szarkoplazmatikus
retikulum

kalszekvesztrin
kalcium-pumpa

dihidropiridin _ ¥ J
receptor

T tubulus
ryanodin -

receptor

terminalis
ciszterna

1. abra. A triad struktura felnott emlés harantcsikolt izomban. A triad szerkezet haromdimenzids
rekonstrukcidja, a rianodinreceptorok, dihidropiridinreceptorok, kalszekvesztrin, triadin, junktin, és a Ca?*/Mg?*

ATP-azok elhelyezkedésével. (Block és mtsai. 1988 alapjan)



1.3. A vazizom

Az egyes izomtipusok az alapvetd hasonlosidgok ellenére kiilonbségeket mutatnak
mind morfolégiailag (példaul a szarkoplazmatikus retikulumuk fejlettsége), mind az
0sszehuzodas mechanizmusanak lezajlasa tekintetében. Az izom Osszehuzdodasa az izmot
beidegzd szomatikus ideg 4ltal az izomrosthoz szallitott elektromos ingerre adott
valaszreakcionak tekinthetd. A sima-, sziv- és vazizmok esetében a kontrakcié mechanizmusa
eltérd, bar egyes lépések alapvetden megegyeznek. A tovabbiakban a fobb izomtipusok

jellemzoi keriilnek targyalasra, kiilon hangsulyt fektetve a vazizom tulajdonsagaira.

1.3.1. A vazizom jellemzoi

Gerincesekben az izmok a belsé vazrendszerhez inakkal kapcsoldodnak. Az egyes
izomkotegeket kotdszovetes burok veszi koriil. A rostokat koriilvevd kotdszovetnek fontos
szerepe van az erOatvitelben, elhelyezkedésétél fliggéen beszélink endo-, peri- és
epimiziumrol. A vazizomra jellemzd képlet az izomrost ami mioblasztok Osszeolvadasaval
kialakult tobbmagva orias sejt. Kifejlett allapotban sokszogletli képet mutat, atmérdje
kortlbeliil 10-100 um, hossza néhany mm-t6l akdr egy méterig is terjedhet. A vazizomrost

magjai a szarkolemma alatt helyezkednek el.

A vazizomrost a benne taldlhaté mioglobin és mitokondrium tartalom alapjan harom
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csoportra oszthatdo. A vOrds rostok nagy mennyiségben tartalmaznak mioglobint,
mitokondriumot, magas az oxidativ enzimek szintje. ,,Slow- twitch” izomnak is nevezik, mert
lassabban farad ki, azonban kisebb izomhuzoerdt képes kifejteni. A fehér vagy ,,fast-twitch”
rostok ezzel ellentétben kevés mioglobint és mitokondriumot tartalmaznak, amelyek a gyors
kifaradas ellenére nagy huzoderdt képesek kifejteni. Az intermedier rostokban talalhatd
mioglobin, citokrém és mitokondrium mennyisége a fehér- és vords rost kozotti dtmenetet
képezi. Altalaban mindharom izomtipus jelen van egy adott izomban, az egyes tipusok aranya
azonban valtozd az izom altal betoltott funkcid fiiggvényében. A harantcsikolt izom f6
morfologiai jellemzdje a polarizacios mikroszkoppal is megfigyelhetd harantcsikolat, melyrdl
a nevét is kapta. A harantcsikolatot egyszeresen fénytord vilagos, vagy izotrop (I) €s kettds
torést mutatd sotét anizotrop (A) savok valtakozasa okozza. Az I-csikban féleg vékony
filamentumok, az A-csikban vastag-, vékony filamentumok egymassal atfedve talalhatok. Az
I-csikot a Z-lemez valasztja két részre, mig az A-savot a vilagosabb H-sav keresztezi,
melyben csak vastag filamentumok talalhatok. A-H savot az M-vonal vagja ketté. Az M-vonal
terliletén az energia metabolizmus szempontjabol fontos enzimek talalhatok. Kontrakcid soran

az A-csik valtozatlan marad, mikdzben az I-csik rovidil. Ez az Gn. csusz6 filamentum modell.

Az i1zom 0Osszehuzodasnak legfontosabb jellemzdje az aktin, miozin és az ATP
kolcsonhatasa. A kontrakcio alapveté folyamatat a tropomiozin-troponin-C rendszer

szabalyozza.

Az 0Osszehtizddas soran az izmot beidegzd motoneuronon akcids potencial terjed
végig, amely a végbunkohoz érve aktivalja az axon membranjaban talalhato fesziiltségfiiggd
Ca?* csatornakat, melyek megnyildsa révén a végbunkoban megemelkedik az intracellularis
Ca?* koncentraci6. Ennek hatdsara a végbunkoé vezikuldibol acetilkolin (Ach) szabadul fel. A
felszabadult Ach az izomrost membranjaban elhelyezkedé nikotin tipusu Ach-receptorhoz
kapcsolodik, amely jellegét tekintve ionotrop, rajta keresztiil lokalis Na* bearamlas kovetkezik
be, ami lokalis depolarizacié kialakuldsdhoz vezet. Ha az depolarizacio eléri a kiiszobértéket,
akkor kialakul az akcids potencial, mely végigterjedve a szarkolemman ¢és beterjedve a T-
tubulusok teriiletére végeredményben az izom 0sszehtizédéasat eredményezi.

A T-tubulusokon fesziiltség érzékeny L-tipusti Ca®" csatornék talalhatok, melyek a
dihidropiridinre mutatott nagyfoku érzékenységiik miatt a dihidropiridin receptor (DHPR)
elnevezést kaptak. Depolarizacié hatasara megnyilnak, de ez a folyamat harantcsikolt
izomban annyira lassu, hogy az akcids potencial lezajlasa alatt nem jut be rajtuk Ca?* (Brown

és mtsai., 2007, Pouvreau és mtsai., 2007, Zhou és mtsai., 20006).
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A tropomiozin-troponin-C rendszer igen fontos szerepet jatszik a kontrakcio
szabalyozasaban. A nyugalomban 1év6 izomban a tropomiozin (TM) az aktin kett6s hélixének
azon részében helyezkedik el, ahol a miozinkotohelyek taldlhatok, ezaltal nem engedi a
miozin aktinhoz vald kotddését. A tropomiozinhoz a troponin komplex troponin-T része
kotédik. A troponin komplex masik két része, a troponin-C (TN-C) ¢és troponin-1 (TN-I). A
Ca?* felszabadulas utdn a vékony aktin filamentumhoz kapcsolddéd tropomiozin-troponin
komplex troponin-C komponenséhez kotddve létrejon a TN-C-Ca?* komplex, amely
megsziinteti a troponin-T tropomiozin elmozduldsat gatlo hatasat, valamint elmozditja a TN-
I-t az aktinon 1év0 inhibitorikus helyérdl, ezaltal a miozin feji része az aktinhoz kotddhet.

A SR terminélis ciszternain is talalhatoak receptorok, melyek nem szelektiv Ca?*
csatorndk. Ezeket rianodin receptoroknak (RyR) nevezik. Harom egymastol kiilonb6zo
rianodin receptor izoformat kiilonboztettek meg aminosav sorrendjiikk és tulajdonsagaik
alapjan. A RyR1 harantcsikolt izomban, simaizomban és neuronokban fordul el6, a RyR2
szivizom specifikus, ugyanakkor igen kis szamban megtalalhatd simaizomban ¢és
idegsejtekben is, mig a RyR3 fdleg idegsejtek membranjaban, epitél sejtekben, simaizom
sejteken, valamint emlds hardntcsikolt izomban fordul eld, a méhen beliili fejlédés alatt. Arra
is fény dertiilt, hogy a RyR-ok megjelenése nemcsak szdvet, hanem faj specifikus is, illetve az
egyes izoformdk kiilonbozd eloszlasban egyiitt is eldfordulhatnak. Példaul tobb nem-emlds
csoportban, igy kétéltiiek harantcsikolt izmaiban kétféle rianodin receptor izoforma egyszerre
fordul el6. Az egyik kozvetlen kapcsolatban 4ll, a felszini membranban elhelyezkedd
fesziiltség érzékeny dihidropiridin receptorral, mig a receptor masik izoforméja attol tavolabb
nyilik meg. Kifejlett emlds vazizomban ez utobbi izoforma nem fordul el (Flucher és mtsai.,
1999), de az embrionalis fejlédés sordn jelen van és csak a sziiletés utani idékben tiinik el. A
DHPR-ok aktivaloddasa a velik szoros kapcsolatban 4ll6 RyR-okon keresztiil
kalciumkiaramlést okoz, a megnovekedett intracellularis kalciumkoncentracio pedig aktivalja
a tavolabb elhelyezkedé, DHPR-okkal kozvetlen kapcsolatban nem all6 RyR-okat (kalcium
indukalt kalciumfelszabadulas), ami tovabbi kalciumfelszabadulast hoz 1étre. A nem-emlds
harantcsikolt izomban el6forduldé RyR izoformak aminosav szekvencidja és miikodése nagy
hasonlosdgot mutat az emlds sejteken tapasztaltakkal, a RyRa tipus a RyR1-ral, mig a RyRp a
RyR3-ral. Az a izoforma a RyR1-hoz hasonléan szoros kapcsolatot mutat a membran
depolarizaciot érzékel6 DHPR-okkal, mig a [ izoforma nem kapcsolt a DHPR-hoz,
megnyilasa nem depolarizacio-fiiggd folyamat, viszont nagyon érzékeny az intracellularis

kalciumkoncentracid kismértékli valtozasaira is, igy a szivizom RyR2-hoz hasonldan felelds a
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kalciumindukalta kalciumfelszabadulas folyamatéaért (Csernoch és mtsai., 2004, Lacampange
és mtsai., 1998).

A RyR-ok kettés sorokban helyezkednek el az SR terminalis ciszternain, mig a
DHPR-ok a T-tubuluson un. tetradokba rendezédnek. Erdekesség, hogy a RyR mind a négy
alegységéhez kotddik egy DHPR, de a kettds sorokba rendez6dott RyR-ok koziil csak minden
masodik kapcsolodik DHPR-hoz.

A két receptor fehérje k6zott mechanikai kapcsolat van. A DHPR térbeli szerkezete
fesziiltség hatasara konformacio valtozason megy keresztiil. Ez a valtozas az adott DHPR-hoz
kozel 4ll6 RyR konformacié valtozasat okozza. A valtozas hatasara a RyR megnyilik, rajta
keresztiil Ca®" 1ép ki a szarkoplazmatikus térbe. Ez azonban csak az egyik modja a RyR
megnyildsdnak. Egy masik lehetdség az intracellularis Ca?* koncentracié megemelkedésére
bekovetkezd aktivalodas. Ennek hatterében az 4ll, hogy a RyR érzékeny az intracellularis
ionok koncentraciojara, legféképp a Ca?* koncentraciora. A depolarizacié hatdsara megnyilo
DHPR-on keresztiil bearamlo igen csekély mennyiségi Ca®" aktivalhatja azon RyR-Kat,

amelyek nincsenek kozvetlen kapcsolatban a DHPR-al.

LA 18 LGN

"‘;' - \\""\"\

3. abra. A harantcsikolt izomban megfigyelhet6 DHPR-RyR struktira. Az A abra részen tetradokat
formaldo DHP receptorok lathatok harantcsikolt izom eredetti BC3H1 sejtvonalon. B és C) mind a RyR1-k (kék
szinnel jeldlve) mind a RyR2-k (vilagoszold szinnel jelolve) sorokba rendezddott, szabalyos elrendezddést

mutatnak. (Protasi, 2002).
1.4. A Ca?* jelentésége és felszabadulasa a vazizomban

A Ca%*" a véazizomban nagyrészt fehérjékhez vagy membranhoz kétott formaban
talalhat6 meg, csak egy kis része van szabad ionos forméban (Pozzan és mtsai., 1994, Szabo
2004). Az extracellularis tér szabad Ca®*-koncentracidja ([Ca?*]e) kb. 1,2 mM, mig a citoszolé
a legtobb sejtben 100-200 nM kozott van. Ez a koncentracid tobb nagysagrenddel kisebb,
mind az extracellularis, mind a sejtorganellumokban talalhaté Ca?*-koncentracional. Az

alacsony [Ca®"] energetikailag kedvezdvé teszi az ion masodlagos hirvivoként vald
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felhasznalasat, mivel viszonylag kis mennyiségii ion energiaigényes mozgatdsa nagy [Ca?']
valtozasokat eredményez. Az intracelluldris Ca?*-koncentracio ([Ca®'])) megvaltozasa
kiemelkedéen nagy fontossaggal bir igen sok sejtfolyamat iranyitisiban, mint példaul a
mozgas, az osztodas, a differencialodas, a szekrécid, a kontrakcio, az apoptozis, szenzoros
érzékelés és a neurondlis jelatvitel (Berridge 1993, Yoshida & Imai 1997, Vermassen és
mtsai., 2004). Az extracellularis Ca?" belépése és az SR-ben tarolt Ca?" felszabadulasa
véltozatos és komplex Ca?*-jelek kialakulasat teszik lehetévé, amelyek nélkiilozhetetlenek az
elobb felsorolt folyamatok specifikus szabalyozéasahoz.

Az [Ca?")i szabélyozasihoz és alacsonyan tartasahoz ezért elengedhetetlen a precizen
hangolt rendszerek megléte. A plazmamembran Ca?*-ATP4iz (PMCA) szinte minden
szovettipusban megtalalhato, nagy affinitisti és kis kapacitasti ionpumpa, ami az [Ca?'];
csokkenését okozza. A Na*/Ca?*-antiport ideg- és szivizomsejtekben talalhato, kis affinitasu
és nagy kapacitasu transzporter. A Ca?* az extracellularis térbél, kiilonbzé ioncsatornakon
keresztiil, a koncentraci6 gradienst kihasznalva, szabalyozottan juthat be a sejtbe. Ezek a
csatorndk lehetnek fesziiltség-vezéreltek, vagy ligandok és madsodlagos hirvivok altal
vezéreltek. Az izomroston beliil a Ca?* az SR Ca?*-raktdraiban taldlhaté meg a legnagyobb
koncentracidban. E raktarak Ca?*-felvételét a szarko- endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATPaz
(SERCA) biztositja, amely a nagy affinitdsu, nagy kapacitdsu transzporterekhez tartozik. A
SERCA pumpék jelentdsége olyan nagy, hogy vazizomban az SR membranfehérjéinek tobb
mint 90%-at 6k alkotjak. Az SR-bdl a Ca®*-felszabadulas az inozitol 1,4,5-triszfoszfat
receptoron (IPsR) és a RyR csatorndkon keresztiil torténhet. Az SR-en kivil a
mitokondriumok is jelentés, nagy kapacitast, de csekély affinitdsti Ca?*-raktarak (Szabo
2004).

Az SR lumenében talalhaté Ca?" egy része szabad marad, tdbbsége azonban Ca?*-ot
raktarozé fehérjékhez kotddik. Ezek koziil a legfontosabbak a calsequestrin (CSQ) ¢és a
kalretikulin, melyek nagyszami, csekély affinitasu, nem specifikus Ca?*-koté hellyel
rendelkeznek (20-50 Ca?*/molekula, K¢=1-4 mM). A CSQ szinte kizarélag izomsejtekben
talalhaté meg, mig a kalretikulin minden sejttipusban eléfordul. A fé feladatuk a Ca?'-
raktarakban a Ca?'-tarolas biztositdsa, és az SR lumenében a [Ca®*] valtozasok pufferolasa.
Az SR-ben a teljes [Ca?"] kb. 10 mM, amibdl a szabad [Ca®"] néhany mM-t tesz ki. Ezt a
szintet tartjak alland6 értéken a Ca®*-kotd fehérjék. Az SR felszinén nem csak Ca?*-csatorndk,
hanem nagy permeabilitasi K* és CI° csatornak is talalhatok, amelyek a Ca®*-felszabadulas és

-visszavétel soran létrejovo fesziiltség valtozasokat ki tudjak egyenliteni. Igy az SR
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membranon keresztiili Ca?*-mozgids nem general membranpotencial-valtozasokat (Fonyé
1999).

Az intracellularis raktarakbol felszabadult Ca?* nem marad a mioplazmaban, a SR-ba
valoé aktiv visszavétele mar a felszabadulas pillanatdban megkezdddik Ca?* pumpék

segitségével. A csokkend kalciumszint lesz az oka a kontrakcié befejezddésének.

Ca?* felszabadulas detektalasa, vizsgilati modszerek

Harantcsikolt izomban a Ca?" felszabadulasnak két formajat kiilonboztethetjiik meg.
Az izom &sszehuzdédas hétterében egész sejtre kiterjedd, tranziens intracellulris Ca®*
koncentracio-emelkedés all, mely elemi eseményekbdl (spark) épiil fel. Az elemi események
megjelenését egy vagy néhany RyR megnyilasa miatt a raktirakbol felszabadulé Ca®* hozza
1étre (Shirokova és mtsai., 1996, Shirokova & Rios 1997, Rios 1999, Zhou és mtsai., 2003).

A Ca?* spark-okat eldszor szivizomsejtekben irtak le (Cheng és mtsai., 1996, Cannell

és mtsai., 1997). Mind nyugalmi allapotban 1évd, mind depolarizalt sejteken detektalhatdoak
voltak. Ezek a megfigyelések vezettek ahhoz az elképzeléshez, miszerint a Ca?* spark-okat az
egyes RyR-okon keresztiil az SR-bél felszabaduldé Ca®* hozza létre, mig az akcids potencial
hatasara kialakuld tranzienst az idében és térben egymashoz kozel keletkezd spark-ok
Osszeadodasa hozza létre. Kés6bb simaizomban (Nelson 1995) illetve vazizomban is
megfigyelték az elemi eseményeket (Tsugorka 1995, Baylor 2005).
A Ca?" spark rovid ideig tartd, lokalis [Ca®*']ic megemelkedés, amit kalcium-érzékeny
fluoreszcens festékek segitségével konfokalis 1ézer pasztdzd mikroszképon mérhetiink meg. A
Ca2" spark-ok kialakulasat okozhatja egy RYR megnyilasa, valamint az intracellularis Ca?*
szint kismértékii, lokalis emelkedése. A kalciumfelszabadulds soran megjelend események
morfologiaja és gyakorisdga az eltérd sejttipusokban kiilonbozik, illetve attol fiiggden
valtozik, hogy az izomrostok milyen allatbol szarmaznak. Az eltérés az SR kalcium
csatornainak kiilonbségébdl ered (Niggli és mtsai., 2007).

Ezek a megfigyelések ahhoz a hipotézishez vezettek, miszerint két kiilonb6z6 aktivalo
mechanizmus  1éphet miikodésbe: az egyik fesziiltség vezérelt intracellularis
kalciumfelszabaduléast eredményez a RyRa/1-n keresztiil, attdl fliggéen, hogy kétéltii vagy
emlds vazizomrol beszéliink, a masik a membranpotencialtol fliggetlen mechanizmus,
kalcium indukélta kalcium utvonal, ami a RyRp/3-n keresztil valosul meg.
Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal azt is sikeriilt kimutatni, hogy a RyR3-k, illetve a

RyRB-k leggyakrabban nem a junkcionalis résben, hanem attdl elkiiloniilten, oldaliranyban,

14



parajunkciondlisan helyezkednek el az SR membranban. Mint az elektronmikroszkopos
eredmények alapjan elkészitett modellen is jol lathatdo (4. é4bra), a parajunkciondlisan

elhelyezkedd receptorok nem kapcsolédnak DHP receptorokhoz ¢és kiilonbség van a

receptorok elrendezésében is.

4. abra Triad modell. A junkcionalis RyR-ok kék szinnel vannak jel6lve, a zold szinnel jel6lt parajunkcionalis

RyR-ok a junkciohoz kozel esé SR membranszakaszon helyezkednek el (Felder & Franzini-Armstrong 2002)
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(A) (B)

5. abra Mikroszképok. (A) Konfokalis 1ézer szkenning mikroszkop (Zeiss LSM 510 Meta), valamint
(B) a nagy sebességii konfokalis 1ézer szkenning mikroszkop (LSM 5 LIVE)

Az LSM 510 META egy pont-szkenner konfokalis mikroszkop, amely alapjat egy
Axiovert invertalt mikroszkép adja. Hozza tartozik két fotoelektron sokszorozéd csé és egy

META detektor, amely 0sszegylijti az emittalt fluoreszcens fényt.

Az LSM 5 LIVE egy nagy sebességli konfokalis 1ézer mikroszkop, mely nagyban
hasonlit a META felépitéséhez. A {6 kiilonbség abbol adodik, hogy mig a META esetében
pont-szkennerr6l beszéliink, a LIVE vonal-szkenner fejjel van ellatva. Ez a vonal-szkenner
teszi lehetdvé a nagy sebességii €s jo mindségli képfelvételt. A nagy sebességbdl adodik, hogy
akar 120 konfokalis kép (512x512) is készithetd vele egy masodperc alatt. A vonal szkenneld
sebesség akar a 60000 vonal/masodpercet is elérheti és az altalunk mért ¢I6 sejt adta valaszok

érzékelését egy ultra gyors vonal CCD-detektor teszi lehetdvé
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1.5. A myostatin

A myostatin (Mstn) egy extracellularis citokin, amely a transzformdlé ndvekedési
faktor-béta (TGF-B) szupercsalad egyik tagja, amely jelenlegi ismereteink szerint fontos
szerepet jatszik a vazizom novekedés negativ szabalyozasiaban (McPherron és mtsai., 1997).
Ez a fehérje egy 25kD molekulatomegli homodimer, melyben diszulfid kotések vannak a C-
termindlis régioban talalhatdé monomerek kozott. A myostatin latens formaban kering a
vérben, amelyre az jellemzO, hogy a fehérje N-terminalis részéhez nem kovalensen egy
propeptid kotodik. Ezen propeptid hasitasdban a metalloproteindzok kozé tartozd bone
morphogenetic protein (BMP)-1/tolloid csalad tagjai elengedhetetlenck, igy biztositva a
myostatin funkcidjanak aktivalasat (Wolfman és mtsai., 2003).

A myostatin vdzizomban jatszott szerepének tisztdzdsdban a genetikailag modositott
egerek vizsgalata hozott elorelépést. Mstn” allatok esetében szignifikins izomtomeg
novekedést valamint zsirszovet csokkenést figyeltek meg a kontroll allatokhoz képest
(McPherron és mtsai., 2002, Hamrick és mtsai., 2006). Hasonlo6 hatasokat tapasztaltak a Mstn
(Mosher és mtsai., 2007, Grobet és mtsai., 1997, McPherron és mtsai., 1997, Clop és mtsai.
2006), illetve a fehérje funkciojanak gatlasa esetén felnétt egerekben (Lee és mtsai., 2004).
Ezzel parhuzamosan, a talzott Mstn termelés csokkent izomtomeget eredményez, ezzel
sugallva, hogy a Mstn elengedhetetlen szerepet jatszik az izomndvekedés negativ
szabalyozasaban. Az embriogenezis sordn a Mstn fokozottan expresszalodik a vazizomban
(McPherron és mtsai., 1997) annak érdekében, hogy megfelelden szabalyozza a myoblastok
korlatozodik, hanem mas szovetekben is kimutathatd (példaul sziv, zsirszovet, emldmirigyek)
(McPherron és mtsai., 1997, Morissette és mtsai., 2006, Sharma és mtsai., 1999, Shyu és
mtsai., 2006, Allen és mtsai., 2008).

Mivel a Mstn egy extracellularis citokin, a TGF-f csalad tobbi tagjadhoz hasonldan az
aktivin receptorokhoz kapcsolédva medidlja a szignalizacios Utvonalait (Lee és mtsai., 2001).
A Mstn aktiv formaja féleg az aktivin receptorcsalad 1B (ActRIIB) tipusahoz kotodik, ezzel

Az aktivin receptorcsalad tagjai alapvetden transzmembran treonin/szerin kinazok,
melyeknek két tipusa ismert. Az egyes tipust receptorra (a Mstn esetében az ALK 4 és ALK
5) (Rebbapragada és mtsai., 2003) jellemzé egy egyediilallo GS domén, mely az

intracellularis térhez kozel helyezkedik el és szomszédos a kindz doménnel, mely hidnyzik a
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kettes tipusu receptorbol. A Mstn kapcsolddasa az ActRIIB receptorhoz annak az egyes tipusu
receptorhoz valo kapcsolodasat, valamint a GS domén foszforilacidjat eredményezi. Ezéltal a
Mstn utvonalat két receptor komplexén keresztiil szabalyozza (Wrana és mtsai., 1994).

A myostatin  ActRIIB-n keresztiili szignalizacidja elengedhetetlen az izom
novekedésének szabalyozasdhoz. A természetes uton bekovetkezd defektus az ActRIIB iranti
érzékenységben szignifikdns izomtdmeg novekedést eredményez emberek esetében (Lee és
mtsai., 2005). Hasonld6 megfigyeléseket tettek azokban a kisérletekben, ahol a ragcsalokban
talalhato receptorokat blokkoltak (Lee és mtsai., 2005).

A myostatin extracellularis szabalyozasa

A myostatin, mint fentebb emlitésre keriilt, latens formaban kering a vérben egy komplex
formajaban, ahol az N-termindlis régidohoz egy propeptid kotddik. Kisérletek soran
kimutattak, hogy ez a propeptid in vivo és in vitro koriilmények kozott is kotédik az aktiv
myostatinhoz, valamint a propeptid overexpresszidja egerekben megndvekedett
izomtomeghez vezet (Wolfinan és mtsai., 2003, Lee és mtsai., 2001, Thies és mtsai., 2001).
Specifikus inhibitorokkal meggatolhato a myostatin ActRIIB receptorhoz valo
kotddése a szérumban. Az egyik ilyen inhibitor a follistatin, amely egy extracellularis,
ciszteinben gazdag glikoprotein, melynek struktiraja nem hasonlit a TGF-csalad tagjai¢hoz.
A follistatin a myostatinhoz kétédve a myostatin receptorhoz vald kotddését gatolja meg
(Zimmers és mtsai., 2002, Lee és mtsai., 2001). A follistatin in vivo torténé overexpresszidja,
hasonléan a Mstn™ egereknél tapasztaltakhoz, a vazizom hipertrofidjahoz vezet (Lee és
mtsai., 2001).
Egy masik inhibitor a follistatin-like 3 protein, amely 30% homologiat mutat a follistatinnal,
¢és ahhoz hasonldan a vérben cirkulalé myostatinhoz kotédik (Hill és mtsai., 2002).
A GASP-1 (growth and differentiation factor-associated serum protein 1) szintén a myostatint
gatlo fehérjék kozé tartozik. A follistatin csalad tagjaival ellentétben nem mutat affinitast az
aktivinhoz (Hill és mtsai., 2003). A fentebb leirt inhibitorokkal 6sszehasonlitva a strukturaja
is eltérd, inkabb egyes proteaz inhibitorokkal mutat hasonldsagot a szerkezetében. Erdekes
modon a GASP-1 nem csupan az aktiv myostatinhoz, hanem annak propeptidéhez is képes
kotddni és valosziniileg a myostatin aktivalddasat a proteolitikus hasitdson keresztiil
szabalyozza (Hill és mtsai., 2003).
Egy negyedik szabalyozasi lehetéség az LTBP3 (latent TGF-f binding protein 3) kovalens
kotédése altali inaktivacio. Ez az inaktiv myostatin/LTBP3 komplex a myostatin

extracellularis raktarozasaban jatszik fontos szerepet (Anderson és mtsai., 2008).
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Osszefoglalva tehat, a myostatin miikddését legalabb négy kiilonbdzé inhibitor
szabalyozza az aktiv vagy latens formahoz vald kotodés altal. Azonban a myostatin
gatlasanak pontos mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, ahogy az sem, hogy a
kiilonboz6 inhibitorok hogyan kommunikalnak egymassal. A gatld intrinzik faktorok szama
ramutat arra, hogy mennyire nagy jelentdsége van a myostatin mitkddésének szigoru

szabalyozasanak.
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6. abra Myostatin utvonal. A myostatint az izomsejtek szintetizaljak és szekretaljak. Az aktivin
IIB/ALK 4/5 heterodimeren keresztil kiilonbozé Utvonalakat aktivalva csOkkentik az izom novekedését és

differencialédasat (Kung és mtsai., 2010).

Intracellularis valasz

A vazizom tomegének kialakuldsaban alapvetden két folyamat jatszik dontd szerepet: a
fehérje szintézis és a fehérje degradaci6. A myostatin izomndvekedés szabalyozasaban
betoltott szerepével kapcsolatos egyre boviild ismereteink ellenére szamos részlet az
aktivalodasat kovetd molekularis mechanizmusokrél még ismeretlen. Valoszinilileg a
myostatin ActRIIB receptorhoz valé kotédése révén foszforilalja a Smad2 valamint a Smad3
COOH domént. Az igy létrejott Smad2/3 kotddni tud a Smad4-hez, igy létrehozva egy
heterodimert, amely képes a target gének transzkripcidjanak elinditasara (Joulia-Ekaza és
mtsai., 2007, Kollias és mtsai., 2008, Patel és mtsai., 2005). A Smad jelatviteli utvonal egyik
ismert downstream célpontja a MyoD, egy transzkripcids faktor, amely részt vesz a vazizom
fejlodésében valamint egy esetleges sériilést kovetd regeneracidban (Megeney és mtsai., 1996,
Cornelison és mtsai., 2000, Guttridge és mtsai., 2000, Montarras és mtsai., 2000). A MyoD
expresszidjanak downregulacidja chaexia esetében in vivo és in vitro is megfigyelhetd,
valdszintileg a TNFa altal az NF-xB utvonalat indukalva (McFarlane és mtsai., 2006, Bakkar
és mtsai., 2005).
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A myostatin a Pax3 expresszidjat is gatolja, amely valdszinlileg a MyoD egyik
célpontja (McFarlane és mtsai., 2006, Tajbakhsh és mtsai., 1997; Maroto és mtsai., 1997).
Mi t6bb, a Smad jelatviteli utvonalnak mas célgénjei is vannak, tobbek kozott a myf5 és a
myogenin, melyek igen fontos szerepet jatszanak a myogenezisben (Langley és mtsai., 2002).
Erdekes modon méas Smad fehérjék (Smad6 és Smad7) agonistaként mitkodnek. Kompetitiv
moddon kotddnek az aktivin L. tipust receptorhoz, meggatolva ezzel a TGF-f csalad tagjainak
szignalizaciojat (Chen és mtsai., 1996, Zhao és mtsai., 2000). A myostatinrol
bebizonyosodott, hogy aktivalja a Smad7 transzkripciojat. Maga a Smad7 képes gatolni a
Smad2/3 kotédését a Smad4 fehérjéhez (Nakao és mtsai., 1997, Hayashi és mtsai., 1997).
Ezen felfedezések tiikrében vilagossa valik, hogy a Smad utvonalat egy visszacsatolason
alapuld mechanizmus szabalyozza (Forbes és mtsai., 2006).

A myostatin Smad utvonalon torténd szignalizacigjat igen intenziven vizsgaltak,
azonban nem ez az egyetlen utvonal, ami szoba johet. A TGF-B csalad tagjairol
bebizonyitottak, hogy képesek aktivalni a MAPK-okat (mitogen-activated protein kinase),
kiilonosképp a p38-at és az ERK1/2-t (extracellular signal-regulated kinase 1/2) (Hartsough
és mtsai., 1995; Mulder és mtsai., 2000; Hanafusa és mtsai., 1999, Yu és mtsai., 2002). A p38
MAPK a stresszfaktorokra adott valaszok kialakuldsaért felelds, valamint kimutattak, hogy a
MAPKK-n (TAK-1/MAPK kinaz kaszkad) keresztiil a myostatin aktivalodik. A szignalizacio
eredményeként a myogenezisért felelds gének downregulalodnak, azonban a Smad csalad
mitkodése érintetlen marad (Philip és mtsai., 2005).

Osszegezve tehat a kutatdsi eredmények azt mutatjak, hogy a myostatin részben az
ERK1/2 aktivacidjan keresztiil fejti ki a hatdsat. Ennek okan az eltérd véalaszokat az ERK1/2-n
keresztiil a myostatin eltérd szintje okozhatja attdl fiiggéen, hogy normal vagy patologids
allapot 4ll fenn. A MAPK kaszkad alapvetden a Ras/Raf/MEK1 aktivacidjaban fontos. Annak
megallapitasa érdekében, hogy a myostatin ugyanezt az tvonalat hasznalja, azaz aktivalja az
ERK1/2-t, C2C12 sejteken kiilonboz6 MEK inhibitorokat hasznaltak. Yang kimutatta, hogy
ez a kinaz szerepet jatszik az ERK1/2 myostatin altali aktivacidjaban (Yang és mtsai., 2006).
A Ras dominansan negativ formajanak jelenléte pozitivan hatott a MEK/ERK1/2-re a Raf
downstream aktivacidjan keresztiil. Tehat a myostatin a Ras/Raf/MEK1 utvonalon keresztiil

aktivalja az ERK1/2-t (Yang és mtsai., 2006).
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7. abra A myostatin szignalizacié Kiilonb6z6é ttvonalai. Az 1. szammal jelzett Gtvonal a Smad
aktivacido hagyomanyos utvonala. A myostatin az ActRIIB receptorhoz kapcsolodva indukalja az activin type I
receptorhoz valo kotédést. A Smad2/3 forszforilacidja a Smad4-hez vald kotddést eredményezi és a kialakult
komplex a nukleuszban gatolja a myogenezisért felel6s gének transzkripcidjat. A Smad6 és Smad7 egymassal
versenyeznek az activin type I receptorhoz vald kotddésért. A Smad7 a Smad2/3 ¢és Smad4 komplex
kialakuldsanak meggatlasaban is szerepet jatszik. A 2. szdmmal jelzett utvonal a MAPK aktivaciot mutatja. A
MAPK aktivacidja a myostatin altal medialt, kiillonb6z6 utvonalakon keresztiil: TAK-1/MAPKK, p38-MAPK,
Ras/Raf/MEK1-ERK1/2. Ezen utvonalak aktivalodasa egy sor, a myogenezisért felelés gén gatlasdhoz vezet. A
3. szammal jelolt utvonal az Akt gétlasat mutatja. Az Akt forszforilaciojat az inzulin és az IGF-1 jelenléte
okozza. Normalis esetben, az aktiv Akt a mTOR szignalt indukalja, ami protein szintézishez vezet; ugyanabban
az idében, a FoxO nukleuszban torténd gatlasa is megtorténik, ahol a DNS-hez kétddve az E3 ubiquitin kindzok
(MURF-1, Atrogin-1) transzkripciojat indukalja. A Smad3 és Smad4 nagy valdszinliséggel részt vesz a FoxO
szignalizacidban. (Joulia-Ekaza és mtsai., 2007; Sandri és mtsai., 2004, Zhang és mtsai., 2009, Elkina és misai.,
2011)

Szelekcios tanulmanyok soran megnovekedett izomtomegili allatokat szintén talaltak a
protein novekedés genetikai alapjat vizsgalva (Varga és mtsai.,, 1997, Biinger és mtsai.,
2001). Ezek kozott az allatok kozott talalhatok meg az tgynevezett ,,Compact” egerek (Varga

és mtsai.,, 1997) mely allatokbdl szdrmazd Mstn gént szekvenalva egy 12 bp delécidra

21



bukkantak, ezért kaptak a MstnCMPtAAC (S74b6 65 misai., 1998) nevet. Ez a delécié lehetdvé
tette, hogy modosuljon a myostatin expresszi6 vagy a downstream szignalizacid
modulalédjon, igy a hipermuszkularis fenotipus megjelenhetett (Varga és mtsai., 2003).
Amthor ¢és kutatocsoportja (2007) kimutatta, hogy a megnovekedett izomtomeg
ellenére, a kontroll csoportokhoz képest, nem volt megndvekedett izomerd az elektromos
ingerrel kivaltott tetanuszos Osszehiizodasok soran, sét a Mstn knock-out (Mstn”") és Cmpt
allatokbol szarmazd extensor digitorum longus (EDL) izmok is gyengébbek voltak a vad
tipust kontroll allatokhoz képest. Tovabba, a Mstn”" allatok izmaiban hatérozottan megnétt a
IIb tipusu rostok aranya a vad tipust kontrollhoz képest.
Ezek a rosttipusban és az izmokra jellemz6é oxidativ jellegekben bekdvetkezd valtozasok
megmagyarazhatjadk a Cmpt allatokban a teljesitmény csokkenését, de nem adnak
magyarazatot arra, hogy az eré miért csokken ezekben az éallatokban. Ezért egy vagy tobb, az
Osszehuzodasért  felelés tényez6 modosuldsa (példaul az  excitacids-kontrakcios
kapcsolatkapcsolat) lehet a felelds ezekért a valtozasokért a Cmpt allatokban. Ennek ellenére

az EC-kapcsolat Iépéseit eddig még nem vizsgaltak részletesen ezekben az allatokban.

8. dabra Cmpt és vad tipusi (C57/BL6) egér. Azonos kora Cmpt (fent) és a kisérleteink soran
kontrollként hasznalt vad tipusi C57/BL6 torzsbél (lent) szarmazd egerek lathatoak a képen. A két egér kozotti

méretbeli kiilonbség a Cmpt egyed izomtdmegének novekedésébol szarmazik.
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A Cmpt allatoknak az alloképessége azonban elmarad az aktiv myostatinnal
rendelkezd allatokétol. Ezek az allatok példaul konnyebben elfaradnak, nagyobb a hajlamuk a
metabolikus acidoézisra, illetve a respiratorikus ¢és a cardiovascularis rendszeriik
sériilékenyebb. A nagyobb izomtomeggel rendelkezd allatokban az izomszdvet anyagcseréje a
glikolizis felé¢ tolddik el, az izomrostok nagyobb hanyada pedig Gn. gyors izom. Ezzel
magyarazhat6 a faradékonysag, mivel ezen izomtipus hirtelen gyors dsszehuizodasokra képes,
konnyebben elfarad, mint a lasstt izmok. Bar az izmok anaerob koriilmények kozott lejatszodo
anyagcsere utvonalai aktivabbak, mégis faradékonyabb, ami Osszefiiggésbe hozhatdo az
érellatottsaggal is.

A mutans génnel rendelkez6 kiilonb6z6 genetikai egérmodellek esetében a hatalmas
izomnovekedést a hyperplasia és/vagy hypertrophia idézi el6. A hyperplasia esetében az
érintett szovet sejtjeinek a szdma, jelen esetben az izomszdvet rostjainak a mennyisége
megnd, de az altaluk képzett struktirak a normalistol nem térnek el. Hypertrophiar6l akkor
besz¢éliink, ha a szovet sejtjeinek a mérete nd meg. A megfigyelések szerint a myostatin gén

postnatalis inaktivacidja egerekben foként hypertrophiat idéz eld.

9. abra Vad tipusi és Cmpt egér. A képek jol reprezentaljak a kontroll (a) és a Cmpt (b) egér kozotti

izomtomegbeli kiilonbséget.

crer

jaro betegségek lehetséges targetje lehet. A kovetkezd fejezetben egy olyan izombetegség és
az azt okoz6 molekularis mechanizmusok keriilnek bemutatasra, amely tobb, nagy populaciot
érint és a kovetkezményei igen stlyosak lehetnek. A betegség kialakuldséért szintén egy
fehérje, és az azt kodold gén mutacidja tehetd feleldssé, de a myostatint godold gén

mutaciojaval ellentétben ez a muticid6 az izom erd0 -elvesztésével, nagy mértéki

izomgyengeség kialakulasaval jar egyfitt.
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1.6. Az MTM1 és kiilonb6z6 PtdInsP csoportok kapcsolata

X-kapcsolt miotubuldris miopdtia

Az X-kapcsolt miotubularis (centronuklearis) miopatia (XLMTM) egy igen sulyos
kongenitalis rendellenesség, melyre jellemz6 az altalanos izomgyengeség és hipotonia. Ezen
tiinetek gyakran vezetnek a sziiletést koveté halalozashoz. Az XLMTM a centronuklearis
miopatidk (CNM) csoportjaba tartozik, amelyek patoldgiai jellemzoi a vazizom tekintetében
megegyeznek. A CNM-k neviiket tehat az izomrostban abnormalis méddon centralisan
elhelyezkedd magvai miatt kaptak, mivel fizioldgias koriilmények kézott a magok a rostok
széleihez kozel lokalizdlodnak. Réadasul a magok helyzetén kiviil jellemzé még a
szervezetlen perinukledris organellumok jelenléte, valamint az oxidativ anyagcsere soran
bekovetkezd abnormalitdsok.

Az izomrostok hipotrofok, kisméretliek, kerekded alaktak és a sejtmag pedig centralisan
helyezkedik el, eldre jelezvén, hogy a rendellenesség az izom fejlodésének késoi
miogenezisének szakaszaban okoz elvaltozast.

A kisér6 tiinetek gyakran mar kozvetleniil a sziiletés utan megfigyelhet6k csecsemdéknél, vagy
késébb a gyermekkorban. Ritka esetekben a tiinetek nem jelentkeznek a felndttkor eléréséig.
A rendellenesség egy X kromoszomahoz kotott recessziv allapotbdl szadrmazik, mivel a
betegség domindnsan a férfi nemben jelenik meg, de a ndénemii hordozok esetében is
megfigyelhetéek néha az enyhébb tiinetek megjelenése. Ritka esetekben azonban naluk is
megjelenhetnek a férfi nemre jellemz6 sulyos tlinetek.

Az XLMTM-ra jellemz6 specifikus tiinetek €s a stlyossag mértéke nagymértékben valtozhat
torténik. E szerint megkiilonboztetiink sulyos (klasszikus), kozepes és enyhe format. A
legtobb érintett beteg esetében a stlyos forma jelentkezik, a kdzepes és enyhe formak kevésbé
gyakoriak. A sulyos forma esetében az érintett csecsemoOknél extrém mértékii izomgyengeség
figyelhetd meg mar azonnal a sziiletés utan. A légzésért és nyelésért felelds izmok
gyengesége 1égzési nehézségeket valamint evési problémaékat okozhat. A csecsemdk emiatt
nem lesznek képesek Onalldan szopni, nyelni vagy lélegezni. A csecsemOkorban megjelend
1égzési problémak az esetleges fert6zések nagyobb valdsziniiséggel valé megjelenésének
kockézatat i1s magukban hordozzék, valamint hypoventillaci6 és hypoxia is kialakulhat.
Néhany esetben az XLMTM az elsé par honap vagy év utan akar halal bekovetkezéséhez is
vezethet. Azonban vannak olyan esetek, ahol a betegeknél csak néha jelentkeznek a 1€gzési

nehézségek, vagy csupan iddlegesen szorulnak Iélegeztetésre (pl. alvas kdzben).
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Az izomgyengeség €s a szegényes izomfejlddés szintén okozhat problémékat a motoros
miikodésben, hiszen a legtobb érintett képtelen 6nélldan jarni vagy sokkal hamarabb elfarad a
feladatai elvégzése kozben. Az érintett csecsemoknél megfigyelhetd a magas homlok, az arc
fejletlensége, az arcizmok gyengesége. Egyéb tiinetek lehetnek példaul az abnormalisan
hosszl ujjak és labujjak, a reflexek hianya (areflexia). A betegek koruk eldrehaladtaval egyre
tobb tiinet megjelenésétdl szenvedhetnek. Gyakori lesz a hosszi csontok torése, a csipd
eldeformalodasa, a gerinc gorbiiletének elvaltozasa (scoliosis). Ez utdbbi ronthat a 1égzési
problémakon és azok, akik nem szorultak 1élegeztetésre ismételten 1élegeztetd gépet kell
igénybe venniiik. Szamos hossz tava talélé kerekesszékbe keriil, és nem tudja segitség

nélkil elvégezni a mindennapi feladatait.

Az MTM1

A foszfoinozitolok funkcidjdnak megismerése hosszu ideig a foszfoinozitol-4,5-
biszfoszfat (PtdIns(4,5)P2) szerepének megismerésére korlatozodott, mint a foszfolipdz-C
Az elmult évtizedben hihetetleniil felerdsodott az a koncepcié, ami most mar magaban
foglalja a 3-OH pozicioban foszforilalt PtdInP-okat. Ezek szamos cellularis funkciot
kontrollalnak, tobbek kozott a citoszkeleton ujraszervezddését, a fehérjék dokkolasat vagy a
membrantranszportot. Szamos tanulmany ravilagitott arra, hogy a PtdInsP-ok szerepet
jatszanak egyes ioncsatornak aktivitasanak szabalyozasaban (Logothetis és mtsai., 2010).

Az MTMI génben tobb mint 200 un. loss-of-function, azaz funkcidvesztéssel jaro
mutacié kovetkezhet be, az MTM1 gén egyik termékének, a miotubularinnak minden
doménjét érintve (Laporte és mtsai., 1996), amely igen sulyos izomgyengeségben, a sziiletés
utan hetekkel bekovetkez6 halalozasban nyilvanul meg (Pierson és mtsai., 2005). A
myotubularin egy foszfoinozitid (PI)3 foszfataz, amely hatassal van a foszfoinozitolokra.

A foszfoinozitolok (PtdInsP) Ca?* homeosztazis és EC kuplung befolyasoldsdban betdltott
lehetséges szerepe az elmult évekig ismeretlen volt. Néhany friss kutatds szerint a PtdInsP-
foszfataz hianyos transzgenikus egerekbdl szarmazé fehérjék, kiilonosképpen a MTMI
(myotubularin) és fehérjéi, az MTMR-ek (myotubularin és myopatia kapcsolt foszfatazok)
mélyebb betekintést engedtek a témaba (Bolis és mtsai., 2007). Az MTML1 hianya és az
1izomgyengeseg kozotti kapcsolat mindaddig rejtve maradt, amig az MTM 1-hianyos egerekbdl
szarmaz6 izomrostokon végzett kisérletekben sulyosan sériilt EC kuplung mechanizmusra
bukkantak (Al-Qusairi és mtsai., 2009). Egerekben az MTM1-hianyos izomrostok szamos

defektust mutattak a bels6 membranrendszer struktirdjaban €s szervezddésében, a DHPR és
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RyR1 szama csokkent és a fesziiltség aktivalt citoszolikus kalciumvalaszok is erdsen
csokkentek. Ez a funkcionalis valtozas nyilvanval6 oka az izomgyengeség kialakulasanak. Al-
Quesairi és munkatarsai (Al-Qusairi és mtsai., 2009) azt is bebizonyitottak, hogy az SR
kalciumtartalma, valamint a citoszolikus kalciumeltavolitas képesség nem valtozott MTMI1
hianyos izomrostokban. Funkcionalis szinten a betegség aktualis stadiuma azonban
befolyasolhatja az SR kalcium kibocsatd képességét. A bels6 membran szerkezetének hibai is
szerepet jatszhatnak ezen valtozas kialakulasaban, de valdszintileg tobb magyarazat is 1étezik
a problémara. A bels6 membran stuktirdjdnak megvaltozasa szamos izombetegségnél
megfigyelheté és mar fiatal MTM1 hianyos egerekben is megjelenik (Al-Qusairi és mtsai.,
2009). Mi tobb, az EC kuplung MTM 14 hianyban szenvedd zebrahalakban szintén sériiltnek
bizonyult, viszont az MTM1 hidnya nem okozott semmilyen hibat a belsé membranrendszer
felépitésében (Dowling és mtsai., 2010). A RyR1 szdmanak csokkenése is szerepet jatszhat az
izom gyengeségének kialakuldsédban, azonban jelenleg az a f6 kérdés, hogy mennyi RyR1
jelenléte sziikséges a megfelelé EC kuplung milkodéséhez, de erre a kérdésre még nincs
pontos valasz. Fontos kiemelni azt is, hogy szdmos, RyR1 muticioval jar6 humdin
izombetegség esetén kimutattdk a sokkal nagyobb mennyiségben csokkent RyR1 szamot az
MTM1 hidnydban megfigyeltekhez képest. Mas izmot érintd betegségek esetében tehat a
sulyos RyR1 szdm csokkenés nem vezetett az MTMI1 esetében megfigyelt sulyossagu
izomgyengeséghez és nem befolyasolta olyan nagy mértékben a betegek mindennapi életét

(Monnier és mtsai., 2003; Zhou és mtsai., 2007, Zhou és mtsai., 2010,; Zhou és mtsai., 2006).

26



1.7. Célkitiizések

Mig a myostatin mutacidja megnovekedett izomtomeghez vezet, addig a miotubularint
kodold génben bekodvetkezd valtozasok sulyos izomgyengeséget okoznak. Az MTMI1

Ezek tiikrében a kovetkezo célokat tiztik ki:

A Mstn deficiencia hatasa az EC kapcsolatra

Szamos kutatocsoport bebizonyitotta, hogy a megndvekedett izomtomeg nem jar
egylitt izomerd novekedéssel (Amthor és mtsai., 2007), azonban az EC kapcsolat szerepe
ebben még nem tisztazott. Annak érdekében, hogy a megnovekedett izomtdmeg és a csokkent
specifikus eré kozott fennallé nyilvanvald eltérést a Cmpt egerek esetében a kontrollhoz
képest feltarjuk, azt feltételeztiik, hogy az EC kapcsolat érintett lehet ezekben az allatokban.
Ezért a célunk az volt, hogy fényt deritsiink a kovetkez6 kérdésekre:

e Hatéssal van-e a mutacio az excitacids-kontrakcios (EC) kapcsolatra?

e Van-e kiilonbség a sejtmembran elektromos tulajdonsadgaiban?

e Van-e kiilonbség a kontraktilis rendszer sajatsagaiban?

e A muticionak van-e hatdsa a kalciumhomeosztazisra?

e Viltozik-e valami a szarkoplazmatikus retikulumbo6l (SR)  torténd

kalciumfelszabadulas folyamataban?

Ezen kérdések megvélaszolasdra megmeértiik a Cmpt €s vad tipust allatokbol szarmazo
vazizom rostok nyugalmi membrénpotencialjat, vizsgaltuk a rostok kalcium érzékenységét és
a kontraktilis apparatus miikodését, teljes roston végeztiink kalcium mérést raciometrikus
fluoreszcens kalcium indikétorral, depolarizacioval kivaltott tranziensek tulajdonsagait

valamint az elemi kalciumfelszabadulasi események paramétereit elemeztiik.

MTM1 funkciojanak hatasa az EC kapcsolatra

A bevezetOben ismertetett eredmények azt sejtetik, hogy nem a RyR1 szdmanak
csokkenése a kritikus pont a myotubudris myopatia sulyossdganak kialakuladsdban. Egy kézen
fekvo lehetéség az, hogy az EC kuplung defektushoz az izomban egy megvaltozott PtdInsP
metabolizmus vezet, az MTM1 PtdInsP foszfatazként betoltott funkcidjanak megvaltozasa
altal. Ezt az allitast alatamasztja Shen (Shen és mtsai., 2009) kutatdocsoportja, megmutatvan
azt, hogy egy masik PtdInsP foszfatdz hianya (MTMR14) felelés az izom intracelluldris

kalciumhomeosztazisanak megvaltoztatasaért. Ezen adatok azt sugalljak, hogy a vazizom
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kalciumhomeosztazisanak szabalyozasaban, valamint az EC kuplungban a PtdInsP-ok fontos
szerepet toltenek be normalis korliilmények kozott, csak ugy, mint bizonyos

izombetegségekben. Ennek tlikrében a kdvetkezo célokat tliztik ki:

e Egyértelmii bizonyitékok keresése, melyek ravilagitanak a PtdInsP szerepére a
kalciumhomeosztazisban és EC kuplungban normal koriilmények kozott.
e Az EC kuplung mely szerepldi lehetnek érintettek PtdIndP kezelés esetén?

e Az MTMI overexpresszidja befolyasolja-e a PtdInsP formak hatasat?

Ezen kérdések megvalaszolasa érdekében vizsgaltuk az elemi kalciumfelszabadulasi
események kinetik4jat, a vazizom rostok elektrofiziologiai tulajdonsdgainak valtozasat
PtdinsP  kezelés hatasara, valamint az in Vivo elektroporacioval tortén6 MTMI1

overexpressziojanak hatasat.
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I1. Anyagok és modszerek

IL.1. Allatok

Minden éallatkisérlet megfelelt az Eurdpai Unid irdnyelveinek (86/609/EEC). A kisérletek
elvégzéséhez rendelkeztink a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag
engedélyével (22/2011-DEMAB, 31/2012-DEMAB).

I1.2. Paroztatas és genotipizalas a Cmpt allatoknal

A Cmpt allatok Dr. Miiller Géza laboratoriumabol szarmaznak (Varga és mtsai., 2009). A
Cmpt gén monitorozéasa érdekében heterozigota allatokat hoztunk létre vad tipust kontroll és
Cmpt allatok parositdsaval. A genotipizalashoz az allatok farokvégébdl szarmazd mintat

hasznaltuk.

A myostatin génben talalhatdo 12bp deléciot RT-PCR modszerrel detektaltuk (a myostatin
génbank leltari szama: NM 010834). A kovetkezd primer parokat alkalmaztuk: myostatin
forward ~ 5’ACTGGAATCCGATCTCTGAAACTT 3, myostatin ~ reverz 5’
GACCTCTTGGGTGTGTCTGTCAC 3’ (10. abra).

++ -/- +-
standard P P F1

240 bp —
200 bp —

10. abra Az egerek genotipizalasa. Az abran a myostatin gén kimutatasa lathaté RT-PCR analizissel.
Az els6 vonal a sztenderd, a masodik vonal a kontroll C57/BL6 (+/+), a harmadik vonal a Cmpt (-/-) és a
negyedik vonal heterozigéta (+/-) allatok mintaibol szarmaz6 eredmények. A P a sziil6i, mig az F1 az elsd

generaciobol szarmazo mintakat jeloli.
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11.3. In vivo kisérletek
11.3.1. Futomalom

Az allatokat egyesével, onkéntes futtatomalommal ellatott ketrecbe helyeztiik, melyben ad
libitum taplalékhoz ¢és vizhez is hozzafértek. A Kkisérleteket 12/12 Oras vilagos/sotét
megvilagitas mellett végeztiik szobahdmérsékleten. Haromnapos hozzaszokatast kovetden
Cmpt (n=8) ¢és vad tipusu C57/BL6 (n=8) vonalbdl szarmazd egerek mozgési szokasait
figyeltiik meg. Mértiik az egerek futdsi mennyiségét, futdsi sebességét és azt, hogy mennyi
idot toltenek egy nap atlagosan a malomban. A kerék szamitdégéppel volt Gsszekdtve, az

adatok 20 perces intervallumonként kertiltek rogzitésre, 14 napon keresztiil folyamatosan.

11.3.2. Grip-teszt

Az egereket farkuknal fogva mellsé mancsukkal megkapaszkodtak egy eréméréhoz kapcsolt
fém kerethez. Az allatokat a kerettel pArhuzamosan tartottuk, hogy ne zarjanak be azzal szoget
a mérések alatt. A hats6 végtagok semmilyen feliilettel nem érintkezhettek. Amikor az egerek
mells6 mancsukkal biztonsagosan megkapaszkodtak a rendszer méréracsaba, gyengéden
elhuztuk az eszkoztol a farkuknal fogva. Szamitdgép rogzitette azt a maximalis erdt, amit
akkor meértiink, mieldtt az allat elengedte volna a racsot. A vizsgalatokat hozzaszokatast
kovetden haromszor ismételtiik meg minden egyed esetében. Ebben a kisérletsorozatban 5

Cmpt és 11 vad tipusu egér vett részt.

I1.4. In vitro vizsgalatok
I1.4.1. Az egyedi vazizomrostok elokészitése

A kisérleteket vazizom rostokon végeztiik, melyek az egerek flexor digitorum brevis (FDB),
extensor digitorum longus (EDL) és musculus soleus (SOL) izmaibol szarmaztak. Az egyedi
rostokat enzimatikusan izolaltuk 37°C-on 50-55 percig kalciummentes modositott Tyrode
oldatban (6sszetevok mM-ban: 137 NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl», 11,8 Hepes, pH 7,4), amely
0,2% 1. tipusu kollagenazt tartalmazott (Sigma, St Louis, MO, USA) (Csernoch és mtsai.,
2008). Az emésztés leallitasa utan az izmokat normal Tyrode oldatban 4°C-on taroltuk
felhasznalasig. Az egyedi vazizom rostokat triturdlassal nyertiik ki az izombol. A rostokat egy
lamininnel fedett specialis tivegaljt petri csészébe helyeztiik és 1-2 ora tapadasi id6 elteltével

felhasznaltuk.
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I1.4.2. Nyugalmi membranpotencial mérés

Az FDB izomrostok oxigenalt Tyrode oldatban (6sszetevok mM-ban: 137 NaCl, 5,4 KClI, 0,5
MgCl,, 1,8 CaCly, 11,8 Hepes-NaOH, 1g It gliikoz, pH 7,4) voltak a mérés alatt,
szobahOmérsékleten. Csupan az intakt membrannal és tisztan lathatdo harantcsikolattal
rendelkezd rostokon tortént mérés. A membranpotencidl méréséhez 3M KCIl oldattal toltott,
30-40 MQ ellendllasu pipettakat hasznaltunk. Az elektroddk Multiclamp-701A erdsitdhoz
voltak kotve (Axon Instruments, Foster City, CA, USA) aram-clamp beallitast hasznalva.

I1.4.3. Kontraktilis fehérjék Ca®* érzékenységének vizsgalata

Az emésztett EDL és SOL izmokbol kiilonallo rostokat el6szor kémiai, majd
mechanikai izolacid segitségével preparaltunk. (pH 7,0; MgClz2 1 mmol/l, KCI 100 mmol/l,
EGTA 2 mmol/l, ATP 4 mmol/l, imidazol 10 mmol/l), majd a mechanikailag izolalt rost
szegmentumokat mérés eldtt 5 percig 0,5%-0s Triton-X-100 kezelésnek vetettikk ala. A
Triton-X-100 kezelés eredményeként a sejtek membranrendszerei atjarhatova valtak
(,,kémiailag nytzott” izomrostok). A mechanikai mérérendszerbe elhelyezett izomrostok
egyik végét érzékeny erdmérdhdz, masik végét egy piezoelektromos motorhoz rogzitettiik két

vékony rozsdamentes acél rovartii segitségével (11. abra).
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11. abra. Az izolalt izomrostok kontraktilis tulajdonsagainak mérésére szolgalé mérérendszer
vazlata eldl- (A) és oldalnézetben (B). Az izomrost egy 15°C-0s hémérsékletii és a mikroszkop targyasztalahoz
rogzitett mérokad folott helyezkedik el. A rost egyik vége olyan rovartith6z van kapcsolva, mely egy érzékeny
erémérd toldaléka, masik vége egy piezoelektromos motorhoz rdgzitett. A rost Ca®*-tartalmu aktivalé oldatba
torténd atmenetét a mikroszkop targyasztalanak oldaliranyt mozgatasaval lehet elérni (A). Az izomrost

vastagsagat egy oldalso fényforras és egy, a mérérendszerhez csatolt tikor segitségével lehet megmérni (B).

A vazizomrostok Ca?'-kontrakturait izometrias koriilmények kozott 15°C-on
rogzitettiik. A rostok aktivalasa eldtt a szarkomerek atlagos hosszat a mikroszkophoz kapcsolt
szamitogépes videojel-feldolgoz6 rendszer segitségével 2,3 um-es értékekre allitottuk be. A

preparatum vastagsaganak megallapitdsa egy, a mérérendszerhez csatolt tiikkor segitségével
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tortént (11/B. ébra). Az izomrost méreteinek mérése a keresztmetszeti teriilet kiszamolasat

tette lehetdvé, és ezaltal a rostok abszolut erdit tudtuk Kiszamolni.
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12. abra. A mechanikai mérérendszerhez rogzitett izolalt és membranrendszerétél megfosztott
izomrost feliil (A)- és oldalnézetben (B). A rost két vége a kontraktilis rendszerben ébredd erd és az aktin-
miozin rendszer kinetikai jellemzdinek méréséhez sziikséges berendezésekhez (eréméré és piezoelektromos
motor) van régzitve.

Meéréseink soran a mérérendszerhez rogzitett egyetlen izomrost szegmenst egymast
kovetden csdkkend Ca?*-koncentraciojii oldatokba tettiik és a Ca?'-kontraktirak idSbeli
lefutasat rogzitettiik. A Ca?*-koncentraciot un. pCa egységekben fejeztiik ki, amely a Ca?'-
koncentraci6 negativ 10-es alapt logaritmusa. Eszerint, a legalacsonyabb értékii pCa egység
jelenti a legmagasabb Ca?*-koncentraciot. A mérésekhez sziikséges relaxalo és aktivalo
oldatok Osszetételét szamitogépes program (Fabiato & Fabiato, 1979) szerint hataroztuk meg.
Az alap relaxalo (pH 7,2; BES 10 mmol/l; KCI 37,11 mmol/l; MgClz 6,41 mmol/l; EGTA 7
mmol/l; ATP 6,94 mmol/l; kreatin-foszfat 15 mmol/l) és aktivalo oldatok (pH 7,2; BES 10
mmol/l:; KCI 37,34 mmol/l; MgCl. 6,24 mmol/l; CaEGTA 7 mmol/l; ATP 6,99 mmol/I;
kreatin-foszfat 15 mmol/l) Ca2+-koncentréci('>ja pCa 10 és pCa 4,75 volt. A pCa 4,75 értéknél

“ s ey

aranyu keverésével allitottuk eld.
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13. abra. Az er6 kozvetlen mérése egyetlen izomroston. A Ca?*-kontrakturakat az izomrost relax4lé
oldatbél (pCa 10) Ca?*-tartalmii aktivalé oldatba (pCa 4,75) torténd atvitelével idéztiik elé. Az aktivaci6 alatti
gyors hosszvaltozast (,,release-restretch” mandver a kontraktura csucsan) a kontraktilis er6 megsziinése, majd
gyors regeneracioja kisérte. A relaxald oldatban végrehajtott hosszvaltozasok révén a sejt passziv feszitettségét

(,,passziv” er0) itéltiik meg.

Az izomrost szegmens relaxalo oldatbol aktivald oldatba torténd atvitelét a kontraktilis
erd fokozodasa kovette (13. abra). A maximalis kalcium aktivélta erd kifejlédése utan egy
ugynevezett ,release-restretch” mandvert végeztiink, melynek soran a rostot az eredeti
hosszanak 20%-aval megroviditettiik, majd ezt kovetden visszadllitottuk a kiindulési hosszat.
A gyorsan lezajlo (15 msec) hosszvaltoztatds soran a kialakult aktin-miozin keresztkotések
dontd tt')bbsége felszakadt, majd azok ujbol felépiiltek. Ezt az eseményt a regisztrétumon a
iiteme elsOsorban az aktin-miozin ciklus sebességétdl fiigg, melyet az erd gorbék ,,release-
restretch” mandvert kovetd részének illesztésével lehetett becsiilni (ky). Az izometrias
csucserdt (mely az aktiv €és passziv komponensek Osszege) a gyors rovidiiléssel parhuzamos
hirtelen er6csokkenésbdl hataroztuk meg. A relaxald oldatban 1ényegesen hosszabb ideig tartd
hosszvaltoztatds révén a sejtben kialakuld passziv er6komponenst az aktivacios ciklust

kovetden mértuk.

A kontraktira amplitadéjat szamos, kiilénbozé Ca?*-koncentracioji aktivalo oldatban
is meghataroztuk, melyek segitségével a Ca?'-érzékenységi gorbe szerkesztésére nyilt
lehetdség (14. abra). A félmaximalis erét eredményezé Ca®*-koncentracio, az igynevezett

pCaso érték, a Ca®'-érzékenységet nmagéaban jellemzé szamadat.
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14. abra. Az izometrias eré Ca?*-érzékenységének mérése. A Ca®*-kontraktirdkat az izomrost
relaxald oldatbol kiilonbdzé Ca?*-tartalmi aktivalé oldatokba (pCa 4,75 - pCa 6,5) torténd atvitelével idéztik
el6. Az 4bra bal oldalin lathatd, hogy az egyre alacsonyabb Ca?*-koncentriciok hatdsara egyre kisebb
kontrakcids erdmaximumok jottek létre. Az aktivicid kdvetkeztében kialakuld aktiv erét a Ca®*-koncentracid
(pCa) fiiggvényében 4brazolva minden egyes sejtre megszerkeszthetd a jobb oldali Ca?*-érzékenységi gorbe. A
félmaximalis erd létrejottéhez sziikséges Ca?*-koncentracié (pCasg) a sejt Ca?*-érzékenységét kozvetleniil
jellemzo adat.

Minden kisérleti protokoll egy szaturalo Ca?'-koncentracion (pCa 4,75) elvégzett
kontroll aktivacioval kezdddott és végzddott. Ez lehetdvé tette a mért erdk normalizalasat és a
preparatum Ugynevezett ,rundown’-jdnak, azaz mérés kozbeni ,.elhasznalédasanak™
meghatarozasat. Ehhez a maximalis Ca®" aktivélta aktiv eréket hasonlitottuk dssze (Fo).
Minden kisérleti mérés végén Osszehasonlitottuk a sejt altal 1étrehozott maximalis erét a
kisérlet els6 hasonlo értékével. Amennyiben a kisérlet végén a sejt az eredeti érték 80%-a alatt

teljesitett, ugy azon mérést elvetettiik.

A Ca?'-fiiggd aktiv izometrikus erd és annak Ca®* érzékenysége valamint a Ca?'-
fliggetlen passziv erd6 mérése a permeabilizadlt EDL és SOL izomrostokon mechanikai

mérdrendszer segitségével tortént 15°C-on (Papp és mtsai., 2002).
Az erd és pCa kozotti dsszefiiggést egy modositott Hill egyenletre illesztettiik:

Fea=Fmax ([Ca?*]"™/(pCa™so+[Ca®*]"™)) + Fmin, (1)
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ahol Fca az adott kalciumkoncentracional kialakult maximalis erd, Fmax a maximalis
izometrikus erd szaturalé Ca®* koncentracid esetében (pCa=4,75), a Hill koefficiens (nH) az
Osszefliggés meredekségének mérésére szolgal, a pCasp a maximalis erd 50%-anak
kialakulasdhoz sziikséges Ca®'-koncentracid, és az Fmin a minimalis izometrikus erd, amit

pCa=9 esetén mérhetiink.

11.4.4. Teljes-sejtes Ca?* koncentracié mérés

A mérés alapelve, hogy a Ca?"-ot kotott fluoreszcens festék abszorpcids maximuma
(340 nm) eltér a Ca?*-ot nem kotott festékétdl (380 nm), igy a két kiilonbozé abszorpcios
maximumnak megfeleld hullimhosszon gerjesztve a rostot, a két hulldmhosszon valo
gerjesztést kovetden emittalt fluoreszcens fény intenzitisanak hanyadosabdl az [Ca®'];

kiszamolhat6 (Grynkiewicz és mtsai., 1985).
[Ca*]i=Ka-B-(R—Ruin)/(Rmax—R), (2)

ahol Kg a disszociacios allandd, Rmax a fluoreszcencia hanyados ha a festék Ca?*-mal
telitett, Rmin a fluoreszcencia hanyados ha a festék egyaltalan nem kot Ca?*-ot, R a mért

fluoreszcencia értékek hanyadosa, B a rendszerre jellemz6 allando.

A rostokba juttatott festék 340 és 380 nm hullimhosszisdgok kozott valtakozo
gerjesztését a Photon Technology International (PTI) Delta Scan™ kettés monokrométoros
berendezés biztositotta. Fényforrasként egy xenonlampaja szolgal, amelynek a fényét egy
forgotiikros sugarosztd két nyalabra osztja. A keletkezd sugarak mas-més monokromatoron
haladnak at, melynek eredménye a méréseink soran hasznalt 340, illetve 380 nm
hullamhossziisdgi fénynyalab. A monokromatorokbdl optikai szalak vezetik a fényt egy
csatolo egységen, valamint egy dikroikus tiikron keresztiill a mikroszkdép targyasztalan
elhelyezett sejtekre. A Fura-2-AM altal kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en, egy
interferenciasziird kozbeiktatdsdval, a fotoelektronsokszorozo segitségével detektaltuk. A
jeleket 10 Hz gyakorisaggal regisztraltuk, a hattérfluoreszcenciat a targylemezek sejtmentes
helyein mértiik, ¢és ezt az értéket a program automatikusan levonta a mért
fluoreszcenciaértékekbdl. A két hullamhosszon torténd  gerjesztés soran  mért
fluoreszcenciaértékek hanyadosabol (R=Fzs/F3s) az irodalombol ismert egyenlet

(Grynkiewicz és mtsai., 1985) alapjan szamitottuk ki az intracellularis Ca?*-koncentraciokat:
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15. dbra. A PTI Delta Scan mérérendszer felépitése. A sejtekben 1év6 Ca®*-érzékeny festéket 340 és
380 nm hulldmhosszon gerjesztjiik, majd az emissziot 510 nm-en detektalva, a hdnyadosukbol az intracellularis

Ca?*-koncentracio kiszamithato.

A méréseket 40X-es olajimmerzids objektivvel invertalt fluoreszcens mikroszkoppal
(Diaphot; Nikon, Tokyo, Japan) végeztiik. A vizsgalatokat normal Tyrode-oldatban végeztiik.
A rostokat folyamatosan perfundaltuk NTY-oldattal egy kiils6 perfuzidés rendszer
segitségével. A mérdoldatokat kozvetleniil a kivalasztott, az liveghez megfelelden letapadod
rostokra juttattuk egy lokalperfuzios kapillaris tiin keresztiil (Perfusion Pencil™; AutoMate
Scientific, San Francisco, CA, USA) 0,35 ml/perc sebességgel, melynek az adagolasat egy

lokalperfiizios rendszerrel (Valve Bank™ § version 2.0, AutoMate Scientific) vezéreltiik.

Tehat az intracellularis [Ca?']-ban bekovetkezd valtozasokat Fura-2-AM, raciometrikus
fluoreszcens kalcium indikatorral felt6ltott FDB rostokon mértiik (Fodor és mtsai., 2008). Az
egyedi izomrostokat lamininnel fedett fed6lemezekre tettiik, majd 5 puM Fura-2-AM
(acetoximetilészter forma) festékkel toltottik 60 percig szobahOmérsékleten. Az
extracelluldris észterazok gatlasara neostigmint alkalmaztunk. A Ca?*-tranzienseket KCI oldat

segitségével valtottuk ki (Fodor és mtsai., 2008).
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I1.4.5. A depolarizacioval Kkivaltott [Ca®*]i valtozasok mérése konfokalis mikroszkoppal

A konfokalis mikroszkopia nagy elénye a jobb felbontoképesség, valamint az, hogy
viszonylag vékony (1-2 um) rétegekrol alkothatunk vele képeket anélkiil, hogy a mintat fel
kellene szeletelni, tehat ¢él6 sejteket is lehet vizsgalni (Szaboé 2004). A hagyomanyos
mikroszkdpidban gyakran problémat okoz a minta alatti és folotti régiokbol érkezd fény,
hiszen nem csak az altalunk vizsgélni kivant fokuszsikbol érkez6 fényt detektaljuk ezaltal, igy
nagy mértékben romolhat a képlink élessége. A konfokalis mikroszkép ezzel ellentétben
egyszerre csak a minta egy-egy pontjat vilagitia meg, és ezekbdl a képpontokbol
szamitogépes adatfeldolgozas segitségével késziil el a végsd kép. Fényforrdsa egy
nagyteljesitményt 1ézer dikroikus tiikor segitségével a mikroszkdp objektiv lencséjébe juttatja
a fényt, ami azt a minta egy pontjara fokuszalja, és a minta altal kibocsatott fluoreszcens fényt
is Osszegyljti. A minta egy adott sikjabol jové fény a mikroszkép optikai rendszerén
athaladva a detektorba jut. A detektor eldtt egy kisméretli lyukkal ellatott, a fényt nem
ateresztd lemez talalhatd, ami azt a célt szolgalja, hogy a detektor csak akkor érzékelje a
fényt, ha az pontosan a lyukba fokuszal. fgy tehat a preparatum fokuszsikon kiviili minden
mas sikjabol érkezd fény nagy része kirekesztddik a detektalasbol (16. dbra). A 1ézerfényt
pasztazo tikrok segitségével mozgatva, meghatarozott teriileten, soronként pasztizva, a
kapott adatokat szamitdgépes program segitségével 0sszegezve lehet kialakitani a végleges

képet (Rohlich 2006).
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16. abra. A konfokalis mikroszkop miikodési elve. A berendezés lehetdvé teszi, hogy a mintank egy
vékony optikai szeletérdl készitsiink felvételeket és ezaltal a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopoknal

¢élesebb képet kapjunk.
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Kisérleteink sordan a konfokalis mikroszképot kétféle lizemmodban hasznaltuk.
Kétdimenzios leképezés esetén a rendszer soronként végigpasztazza a vizsgalt sejtet
reprezentald pixeleket, és az egyes fluoreszcencia-intenzitdsokat x-y koordinatarendszerben
abrazolja. Ilyen formaban a sejtrdl a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkoppal készitett
képekhez hasonlo — de annal élesebb és kontrasztosabb — kétdimenzids képet kapunk. Ezt az
tizemmodot leginkdbb az immuncitokémiai vizsgalatoknal alkalmaztuk. Amikor line-scan
tizemmodban hasznaltuk a mikroszkopot, akkor a sejtrél felvett kétdimenzios x-y képen egy,
a sejtet keresztben atéré vonalat hiiztunk szamitogépes program segitségével. A konfokalis
mikroszkép 1ézere ezutan ezen a vonalon pasztazott az altalunk megadott beallitasi
paraméterek szerint. Az igy kapott kép az adott vonalon a mérés alatt végbement
fluoreszcenciaintenzitas-valtozast mutatja be az id6 fliggvényében. A line-scan lizemmodban

készitett felvételeket az [Ca?*]i megvaltozasanak nyomon kovetésére hasznéltuk.

A depolarizacié altal kivaltott kalcium tranzienseket 22°C-on, LSM 510 META konfokalis
1ézerpasztazo mikroszkop (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) segitségével detektaltuk, miutdn
a FDB rostokat 20 uM Rhod-2-AM fluoreszcens kalcium indikatorral toltottiikk 15 percen
keresztiil. Az egyedi akcids potencidlok kivaltdsdhoz ingerkiiszob feletti, 2 ms hosszl
négyszog impulzusokat hasznéltunk (S88 Stimulator, Grass Technologies, Warwick, RI,
USA). A mérés soran a rostokhoz kozel helyeztiik el az impulzusok kivaltdsdhoz sziikséges
platina elektrédokat. A tetanuszos depolarizaciokat kiiszob feletti, 2 ms hosszii és 100Hz
frekvenciaval ismétlodé négyszogimpulzusokkal valtottuk ki. Az impulzussorozatok
mindegyike 500 ms hosszi volt. Az un. ,line-scan” képeket (512 pixel vonalanként)
hasznaltuk arra, hogy monitorozzuk a fluoreszcens intenzitasban bekdvetkezd valtozasokat 1
ms/vonal sebességgel, 63x vizes objektivvel. A Rhod-2-AM gerjesztése hélium-ion lézerrel
tortént (543 nm), az emisszidt pedig 550 nm-en detektaltuk. A Rhod-2 altal detektalhato
fluoreszcens intenzitas valtozasanak idobeliségét (Frmod), a ,,line-scan” képek megfeleld
adatpontjait (altalaban 10-15) atlagoltuk. A nyugalmi fluoreszcenciat a depolarizacid
bekovetkezte eldtt mért fluoreszcencia értékekbdl hataroztuk meg. Az [Ca?')i-ban

bekovetkezd valtozasokat a kovetkezo képlet alapjan szamoltuk ki:
[C3-2+]i = Kdrhod X (Frhod-Frhod,min) / (Frhod,max-Frhod), (3)

ahol az Frnod,max meghatarozasa a laboratoriumunkban tortént, mig a tobbi paraméter (Kdrmod,

Frhoa,min) értékeit Escobar és munkatarsai hataroztak meg (1997).
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11.4.6. Elemi kalcium-felszabadulasi események detektalasa

Kisérleteink soran a lézer pasztazd konfokalis mikroszkopot kétféle tizemmodban hasznaltuk.
Az elemi kalciumfelszabadulasi események detektalasara Cmpt és vad tipusu egerekbdl
szarmazo rostok esetében a Zeiss LIVE mikroszkdpot hasznaltuk, line-scan tizemmodban,
22°C-on. Az egerek FDB izmaibdl izoléalt izomrostokat Saponinnal torténd elokezelést
kovetéen 50 uM Fluo-3 AM fluoreszcens festékkel toltottiik fel. A fluoreszcens festék
gerjesztése Argon ion lézerrel 488 nm hullamhosszon tortént, a festék altal kibocsatott fényt

510 nm-en mértik.

A PtdInsP csoportok hatasanak vizsgalata soran a képeket x,y modban rogzitettiik. Az egyedi,
Saponinnal permeabilizalt rostokat 0,1mM Fluo-3-AM festékkel toltottiik.

A line-scan képek esetén a kapott eredmények kielemzéséhez a kutatocsoport altal
kifejlesztett sajat programot hasznaltuk. Az analizis sordn a program elGszor levonta a
sejtmentes teriileten mért fluoreszcencidt a sejteken mért fluoreszcencia értékekbdl, majd a
képek minden egyes pontjahoz tartozo fluoreszcencia intenzitds értékeket (F) elosztotta a
spark-mentes teriiletekhez tartozo hattér fluoreszcencia értékekkel (Fo). Az események
amplitidojat a program a két érték kiillonbségebdl szamitotta, mégpedig Uigy, hogy azt a hattér
fluoreszcencia értékre normalizalta (AF/Fo, ahol AF = F - Fo). Az automatikus detektalo
program az irodalomban hasznalt kritériumokat hasznalta a spark-ok megtalalasara. A Ca®
spark-ok frekvenciajat az eredmények pontosabb Osszehasonlithatosag miatt az adott rost

teriiletére, illetve szarkomerre vonatkoztattuk (spark/um/s, illetve spark/szarkomer/s).

crer

ki. A hatteret a roston kiviili teriileten jeloltiik ki. Az ezen teriileten talalhatdé pixelek
fluoreszcencia intenzitasat atlagoltuk, majd ezen atlagokat kivontuk a rost teriiletén mért
fluoreszcencia intenzitdsbol. Ezutdn a Z-vonalakhoz tartoz6 intenzitast eltavolitottuk. A Z-
vonalak azonositdsdhoz minden vonal frekvencia spektrumat Fourier transzformacidval
szamitottuk ki. A képeket ezutan zajmentesitettiik (Szabé és mtsai., 2010) és detektaltuk a
kalciumfelszabadulési eseményeket. Végiil az amplitadot és a FWHM értékét meghataroztuk.
Minden kép esetén a fakulds korrekciojat végrehajtottuk.

A kiilonbozé kezelések, illetve a kontroll képekbdl ezutan meghataroztuk a frekvenciat
(6sszegeztiik a 200 képsorozaton megtalalhatd eseményeket). Amennyiben az egymast kovetd

képeken az adott esemény lokalizacidja nem valtozott, igy azt egy eseménynek vettiik.
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17. abra Az elemi kalciumfelszabadulasi jelenségek. A sparkok nagy amplituddja, de rovid ideig

tartd kalciumfelszabadulasi események, mig az ember egy kis amplizido6jua, de hossza idétartamii esemény.

18. abra Az elemi kalciumfelszabadulasi események paraméterei: amplitidd/atlagos amplitadé (a
cstics alapvonaltol vett tavolsaga), FTHM/FDHM (FullTime/Duration at Half Maximum, azaz az amplitado
felénél mért id6tartam), FWHM (Full Width at Half Maximum, azaz az amplitad6 felénél mért szélesség), signal

mass (az amplitidé és az FWHM négyzetének szorzata, a felszabadult Ca?* mennyiséggel aranyos).

11.4.7. Az SR-bé6l torténé kalciumfelszabadulas szamitasa

Az [Ca?*]i a fluoreszcencia intenzitasok aranyabol (R = Faao/Fsgo) szamolhato ki in
vivo kalibraciot hasznalva (Rmin = 0.2045, Rmax = 8.315, Kg¢ x 3 = 1183 nM) a korabban leirtak
szerint (Grynkiewicz és mtsai., 1985). A Ca?*-pumpa aktivitasa és a Ca%*-fluxus (a sejtekbe 1
masodperc alatt belépé Ca?* mennyisége) meghatarozisiéhoz a Ca?* intracellularis
kotohelyekhez  torténd kotddeését ¢és a  sejtbol  torténd  eltavolitdsait modellezte
munkacsoportunk, ahogyan errél mar korabban beszamoltunk (Szappanos és mtsai., 2004). A

fluxus (F1) szamitaséhoz a kovetkezd képletet hasznaltuk:
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FI = d(Catot + Catran)/dt 4)

ahol Cawt a teljes myoplazmatikus Ca?* mennyiség, Cawan pedig a Ca®*-eltavolito
mechanizmusok 4ltal szallitott Ca®*. A modellben a Ca?* intracellularis helyekhez, SERCA
pumpahoz (Capump), troponin C-hez (Catopc), parvalbuminhoz (Capar) és a festékhez (Cadye),
torténd kotddését és az eltdvolitisat valamint a szabad Ca?* (Camee) mennyiségét vettiik

figyelembe.
Catot= Cafree + (Cagye + Catropc + Caparv + Capump)  (5)

A Ca?*-pumpa maximalis transzportkapacitisa (PVmax) a Ca?'-tranziensek leszallo
szarara illesztett gorbébdl hatarozhaté meg, az intézetiink altal kifejlesztett, a legkisebb
négyzetek modszerét hasznald szamitdégépes program segitségével. A modell tobbi
paraméterét allandoként kezeltiik az irodalombol vett adatokat felhasznalva (Schuhmeier és

mtsai., 2003).

A Caran a kalcium visszavevd mechanizmusok (pumpdk) altal szallitott Ca®*

crer

mennyiség, melyet a pumpa relativ szaturdcidjanak ardnyabol kaptunk meg

([Capump}/[pump]).
Catran/ PVmax * ([Capump]/[pump])  (6)

A visszavételezés paramétereit az irodalombol vettik (Schuhmeier és mtsai., 2003,
Jacquemond 2012) és a korabbi, a munkacsoportunk altal publikalt modon hasznaltuk

(Csernoch és mtsai., 1990, Szappanos és mtsai., 2004).

11.4.8. In vivo elektroporacio

cre

tartalmu fizioldgias oldatot injektaltunk az allatok hatsé lababa. Az allatot egy ora elteltével
ujra elaltattuk és ezutan a talpakba injektaltunk 10pg/ul Tyrode oldatban oldott plazmid DNS-
t. Osszesen 30-50pl végtérfogatot fecskendeztiink be labanként kiilénbozé helyekre annak
érdekében, hogy minél hatékonyabban el tudjuk talalni az FDB és musculus interosseus
izmokat. Az injektalast kovetden két arannyal bevont rozsdamentes acélbol késziilt
akupunkturas tiit, mely az elektroporator késziilékhez volt csatlakoztatva (BTX ECM 830
square wave pulse generator, Harvard Apparatus, Holliston, USA), szurtunk az allatok
labanak bore ala, és elinditottuk az elektroporalé impulzusokat. A protokoll alapjan 20 pulzus
alkalmaztunk, melyek amplitadéja 200V/cm, a hossza 20ms és az alkalmazott frekvencia
2Hz.
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11.4.9. Elektrofiziologia és membran aram analizis

A mérések soran RK-400 patch-clamp apmlifikatort hasznaltunk teljes-sejtes aram-clamp
konfiguraciot alkalmazva. A rostokat szilikonnal bevont TEA-tartalmu extracellularis oldatba
helyeztiikk, majd az egyedi izomrostokat szilikonnal fedtiik be ugy, hogy a rostok egyik
végének egyharmada ,kilogott” a szilikon alol (ezen a teriileten tortént a mérés). Az aram
pulzusok generalasadra pClamp9 programmal (Axon Instruments) irdnyitott analog-digitalis
konvertert (Digidata 1440A; Axon Instruments, Foster Ciry, CA, USA) hasznaltunk. A
fesziiltség-clamp megvalositasahoz intracellularis oldattal toltott pipettat hasznaltunk. A
pipetta hegyét a rost szilikonnal fedett részébe szurtuk, majd hagytuk a belsé oldatot a rostba
diffundalni. A soros ellenallason fellépd fesziiltség-hiba csokkentésére iranyuld kompenzaciot
hajtottunk végre. A nyugalmi tartopotencial -80mV volt, errdl a szintrdl 1épcsdzetes

impulzusokkal depolarizaltuk a rost membranjat.

11.4.10. Adatelemzés és statisztika

Minden értéket az atlagokkal + az atlagok standard hibajaval (SE) jellemeztlink. A statisztikai

szignifikanciat Student-féle t-probaval szamoltuk, P<0,05 értékeket tekintve szignifikdnsnak.

A Cmpt és vad tipusu torzsek kozotti statisztikai Osszehasonlitast egyvaltozos variancia

analizissel (ANOVA) valamint Student-Newman-Keuls metédussal szamitottuk ki.
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II1. Eredmények

II1.1. A myostatin hiany funkcionalis vizsgalata

111.1.1 In vivo kisérletek

A Cmpt allatok nagy izomtomeggel rendelkeztek és a sulyuk tobb mint kétszerese volt
az azonos kort vad tipust kontroll tarsaikénak (1. tablazat). Annak érdekében, hogy in vivo
megvizsgaljuk az izmok teljesitdé képességét felnott allatokban, 12-16 hetes egereket
hasznaltunk a Grip-teszt elvégzéséhez mindkét allatcsoportbdl. Ahogyan az varhatd volt, a
nagyobb izomtomeg megléte miatt a Cmpt allatok jobban teljesitettek a vad tipusu tarsaiknal.
Az Aaltaluk produkalt maximalis erd szignifikdnsan nagyobb volt. Azonban, miutan az
abszolut er6t a testtomegre normalizaltuk, kompenzalva a megndvekedett izomtomeget, a vad
tipust egerek esetében szignifikdnsan nagyobb relativ erét kaptunk a Cmpt allatokhoz képest

(1. tablazat).

1. tablazat Grip-teszt eredmények

Kontroll (n=11) Cmpt (n=5)*
Testsuly (g) 20.7+0.7 56.0:£3.3%%*
Abszolut er6 (mN) 71.1x1.4 126.7+4.0%%*
Testsulyra normalizalt er6 (mN/g) 3.48+0.07 2.36+0.09%***

*#% szignifikans eltérés p<0.001 a kontrollhoz viszonyitva.

2. tablazat A futomalomban megtett tavolsag és sebesség

Kontroll (n=8) Cmpt (n=8)*
Tavolsag (m/nap) 7145+553 3387+£283**
Atlag sebesség (m/min) 13.3£1.0 9.6+0.8%*
Maximalis sebesség (m/min) 23.1£1.0 18.6+1.0%*
Id6tartam (min/nap) 544+31 356£25%*

** szignifikans eltérés p<0.001 a kontrollhoz viszonyitva.

A futémalommal végzett kisérletek sordn is hasonld eredményekre jutottunk. Az

atlagos ¢és a maximalis sebességet tekintve a vad tipusu allatok jobban teljesitettek, csak gy,
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mint a megtett tav esetében. Raadasul sokkal tobb id6t toltottek futassal a Cmpt allatokhoz
képest (2. tablazat).

Osszegezve tehat ezek a kisérletek bizonyitottdk, hogy a Cmpt 4llatok esetében
megmutatkozd megnovekedett izomtomeg ellenére az altaluk produkalt erd messze elmaradt a

vartnal.
111.1.2. In vitro Kkisérletek
111.1.2.1. Nyugalmi membranpotencial

Annak érdekében, hogy fényt deritsiink arra, hogy a sejt membran elektromos
tulajdonsagaiban van-e kiilonbség, a kontroll (n=4) és Cmpt (n=3) allatokbdl szarmazé FDB
rostok nyugalmi membranpotencidljadt megmértiik. Annak ellenére, hogy a nyugalmi
membranpotencidl enyhén depolarizaltabb a Cmpt allatokban (-77,8 = 0,2 mV, n=18) a
kontroll allatokbdl szarmazé rostokhoz képest (-79,2 £ 0,3 mV, n=13), nem taldltuk az 1 mV

kortli eltérést élettani szempontbol relevansnak.
111.1.2.2. A kontraktilis rendszer kalciumérzékenysége

A nyugalmi membranpotencial meghatarozasa utdni kovetkezd 1épés a kontraktilis
rendszer mikodésében fennalld esetleges kiilonbségek felderitése volt. Az izometrikus
kontrakciok alatt kialakuld eré mérése 31 rost szegmensen tortént (a szegmensek hossza 80,7
+ 5,1 um), melyek EDL és SOL izomrostokbol szarmaztak négy kontroll és négy Cmpt allat

felhasznalasaval.

3. tablazat Az izometrikus eré kalcium érzékenysége

Kontroll Cmpt

EDL (8) Soleus (8) EDL (7) Soleus (8)*
Atméré (umz) 1887+343 17144235 2602+380 3303+386**
Tactive (KN/m?) 26.14 +5.06 26.87+3.98 25.25+4.01 21.8942.18
Tpassive (KN/m2) 2.2440.58 2.07+0.48 2.1540.47 2.86+0.37
krr (1/sec) 3.43+0.39 1.98+0.21 6.15+0.65%* 1.84:£0.40
pCaso 5.73+0.02 5.73+0.04 5.77+0.03 5.78+0.05
nH 3.21+0.19 3.12+0.29 3.15+0.16 2.75+0.20

** szignifikans kiilonbség p<0.05 a kontrollhoz viszonyitva.

# Harom kontroll és harom Cmpt allatbdl szarmazé rostok szdma.
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19. abra Nyuzott rostok izometrikus erejének idéfiiggése. Kontroll (A) és Cmpt (B) allatokbol
szarmazo kémiailag nylzott EDL rostokon mért izometrikus eré harom kiilonb6z6 kalcium koncentraciot
hasznalva (pca= 6,0; 5,5 és 4,75). A rostokat a relaxald oldatbol (pca=9) gyorsan attettiik a mérd oldatokba és az
erkifejtés idofliggését rogzitettik. Minden esetben végrehajtottunk egy gyors relaxacios és ismételt
Osszehlizodast kivalté mandvert. Kisérleti koriilmények: a rostok atmérdje 1764 és 2074 pm?, hémérséklet:

15°C.

A 19. édbran reprezentativ izometrikus kontrakciok lathatok alacsony (pca=6,0), kdzepes

(Pca=3,6) és szaturald (pca=4,75) kalcium koncentraciok esetében.

A 3. tablazat bemutatja az atlagos maximalis aktiv és passziv izometrikus fesziilés (Tactive,
Tpassive) €rtékeit, melyeket ugy hatdroztunk meg, hogy a kapott erd értékeket a szegmensek
atmér6jére normalizaltuk. Ebben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a Cmpt és vad tipust
allatok kozott, mint ahogy a kalcium érzékenységben sem. Meghataroztuk az erd
izmok esetében (EDL) kiilonbséget figyeltiink meg a két torzs kozott, a mutans allatokban
szignifikansan gyorsabbnak bizonyult a regeneracid. Annak érdekében, hogy mélyebb
betekintést nyerjink a Cmpt mutaci6 altal esetlegesen az erd generaldsaban okozott
valtozasanak lehetéségébe, az EDL ¢és SOL rostok izometrikus erejének kalcium

érzékenységét 6sszehasonlitottuk a két torzsben.
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20. abra Az izometrikus eré kalcium koncentracié fiiggése. A maximalis izometrikus erdt kiilonb6z6 kalcium

crer

szarmaz6 EDL (A) és SOL (B) izomrostokon. Ezeket az értékeket a pcs=4,75 esetben mért értékekre
normalizaltuk. A vonalak a Hill gorbéket (1. egyenlet) mutatjak, melyeket az adatpontokra illesztettiink

(kontroll: folyamatos vonal, Cpmt: szaggatott vonal).

A 20. édbran az adatpontokra egyenlet illesztését kdvetden nem figyeltiink meg szignifikdns
kiilonbséget sem a pCaso sem pedig az nH értékekben (3. tablazat). Ezek az eredmények
egyértelmiien arra engednek kovetkeztetni, hogy a kontrakcids mechanizmus, beleértve a

kalcium érzékenységet, nem valtozott a Cmpt allatokban a kontroll torzshoz képest.

111.1.2.3 Az intracellularis kalciumkoncentrdacioban bekévetkezo valtozasok Cmpt allatok
esetében

Mivel a kontraktilis fehérjék kalcium érzékenysége hasonlo volt a vad tipusu és Cmpt
allatokban, a Cmpt mutacio feltehetden a kalciumhomeosztazisra lehet hatassal. Ennek
kideritése érdekében a kalciumhomeosztazis 12-16 hetes kontroll és Cmpt allatokbol izolalt,

egyedi FDB izomrostokon vizsgaltuk.
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21. abra A nyugalmi kalcium koncentrici6 és a KCI depolarizaciéval indukalt [Ca®*]i valtozas. A
depolarizacio altal kivaltott valtozasok az intracellularis kalciumkoncentracioban (A), FDB izombo6l szarmazo
intakt rostokon kontroll (baloldal) és Cmpt (jobb oldal) egerekben. A depolarizaciot lokal perfuzion 3
masodpercig adagolt 120mM KCl oldattal valtottuk ki. Az atlagos mért nyugalmi kalcium koncentracio (B) és az
intracellularis kalcium koncentraciéban bekdvetkez6 valtozas mértéke (C). A zardjelekben szerepld szamok a

vizsgalt rostok szamat mutatjak. *szignifikans (P<0,05) kiilonbség a kontrollhoz képest. A méréseket 22°C-on

végeztik.

A 21. abra 120 mM KCI depolarizacid segitségével kivaltott kalciumtranzienseket mutat be.
A mérés soran normal (1,8 mM) extacellularis kalciumkoncentracidt biztositottunk. Az adatok
Osszegzése alapjan megallapitottuk, hogy a Cmpt mutéacionak nincs hatasa az intracellularis
nyugalmi kalciumkoncentraciora (21 B abra). Ez azt sugallja, hogy az extracellularis térbol
torténd kalcium ,,leak”-et valamint az oda torténd kalcium kipumpalast nem befolyasoljak a
Cmpt mutaci6 altal 1étrehozott koriilmények (21 B abra). Azonban ha a kalcium tranziensek

amplitadojat vizsgaljuk, azt tapasztaljuk, hogy a tranziensek amplitiddja szignifikdnsan
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kisebbnek bizonyult a Cmpt allatokbol szarmazo rostok esetében a kontrollhoz képest (21 C

abra).
111.1.2.4. Akcios potencial altal kivaltott kalcium tranziensek FDB izomrostokban

A téringerléssel kivaltott globalis kalciumfelszabaduldsi események mérése ismételten
FDB izomrostokon tortént. Ezek a kalcium tranziensek rogzitése lézer scanning konfokalis

mikroszkop segitségével tortént ,,line-scan” modban.

A B

— 100ms

22. abra Téringerléssel kivaltott kalciumkoncentracié valtozasok FDB izomrostokban Az FDB
izmokbdl izolalt intakt izomrostok feltoltése kalcium érzékeny fluoreszcens Rhod-2 festékkel tortént. A kiiszob
felett impulzusokat akcids potencidlok kivaltasara hasznaltuk, a Rhod-2 fluoreszcencidjaban bekovetkezo
valtozasokat konfokalis mikroszkoppal line-scan modban rogzitettiik. A fluoreszcencia valtozasokat
depolarizacié hatdsara egyszeri impulzusok (A,B) és gyorsan ismétlddé impulzusok esetén (C,D) kontroll
esetben az A és C abra, mig Cmpt allatok esetében a B és D abra mutatja. A nyilak azon térbeli pontokat jelolik,
amelyeknél az id6beliséget a kovetkezd abra szemlélteti. Mérési paraméterek: 4096 x 512 pixel, 1,53 ms vonal?,
0,14 pm pixel?, 22°C.

A 22, é4brdn egyedi, valamint tetanuszos impulzusok 4ltal kivaltott reprezentativ

kalciumtranziensek lathatok. A tranziensek térbeli profilja homogén volt mindkét torzs
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esetében (22 A és 22 B abrak), ami arra utal, hogy a T-tubulus rendszeren a depolarizacié

fizioldgiasan megy végbe.
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23. abra Az FDB izomrostokon depolarizacié hatasara bekovetkezdé fluoreszcencia valtozas
idébelisége. A depolarizaciés impulzusok altal kivaltott térbeli Rhod-2 fluoreszcencia valtozasok atlagolt
id6fuggése (A-D), miutdn normalizaltuk az alap fluoreszcenciara (F/Fo). Az atlagokat 10 vonalbol szamoltuk
azon a ponton, ahol az eldz6 abran a nyilak talalhatok. A hatteret a depolarizacié bekdvetkezte elotti mérési
pontokbdl szamoltuk. Az egymast kovetd impulzusok csucsértékeit az elsd cstcsra normaltuk majd atlagoltuk az
egyedi (E) és a sorozatos (F) depolarizaciok esetén. A mérések 3 kontroll (n=14 rost) és 3 Cmpt (n=13 rost)

allaton torténtek. *Szignifikancia (P<0,05), az els6 csticshoz viszonyitva.

A kalcium tranziensek analizalasahoz, az ingerlés altal kivaltott kalciumfelszabadulasi
jelek normalizalast kovetéen egyedi és tetanuszos reprezentativ fluoreszcens tranzienseket

kaptunk, melyeket a 23. abra mutat be kontroll (baloldal) és Cmpt allatokban (jobb oldal). A
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reprezentativ, normalizalast kovetden abrazolt fluoreszcens tranzienseket egyedi
impulzusokkal (23 A ¢és 23 B) és sorozatokkal (23 C és 23 D) valtottuk ki. Az adatok
analizalasa soran kideriilt, hogy az egyszeri impulzusokkal kivaltott kalcium tranziensek
atlagos amplitudodja szinte teljesen megegyezett a két torzs esetében (2,37 + 0,12 F/Fo, n= 25
kontroll esetben; 2,50 + 0,15 F/Fo, n=26 Cmpt rostok esetében), azonban a sorozatingerlés
alkalmazasakor az amplitddé szignifikansan lecsokkent a Cmpt allatokban (4. tablazat) a

kontrollhoz képest.

4. tablazat A depolarizacio altal kivaltott kalcium tranziensek paraméterei a kalciumfelszabadulas
fluxusaval ésszefiiggésben

Kontroll (n=14) Cmpt (n=13)*
AF/Fo 2.4240.03 2.07+0.10*
A[Ca%Tr (mM) 3.06+0.39 2.08+0.23*
FL cstcs (uM/ms) 23.7£3.0 15.8+£2.1%*
FL nyugalmi szint (uM/ms) 5.7£0.7 3.7+£0.5%
FL cstics/nyugalmi szint 4.3+0.4 4.6+0.6
cstcs elérési id6 Rrel (MS) 8.9+0.3 8.9+0.2
Inaktivacio Tauja (ms) 6.7+0.9 8.8+1.3

* szignifikans kiilonbség p<0.05 a kontrollhoz viszonyitva.
# Harom kontroll és harom Cmpt allatbol szarmazo rostok szama.
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24. abra A depolarizacio altal kivaltott [Ca?*]i és az ahhoz tartozo kalciumfelszabadulas fluxusa.
Az A és B, az intracellularis kalciumkoncentracio valtozasok a 23. abra C-D panel els6 tranzienseibdl szamolva
a 3. egyenletet felhasznalasaval. A C és D, az SR-bél felszabadult kalcium mennyisége ([Ca®*]r; 5. egyenlet). A
Az E és F a hozza tartozé kalciumfelszabadulas fluxusa (FL) a RyR csatorndkon keresztiil. Az E abran talalhato
keretben az FL kinagyitott része 1athatd, melyre az exponencialis fliggvényt illesztettiik (1= 5,1 ms), amelyet az

inaktivacio6 idéallanddjanak meghatarozasara hasznaltunk.

A mérések alatt 3-6 egyedi €s tetanuszos tranziens keriilt rogzitésre minden rost
esetében. Kisérleteink sordan nem volt megfigyelhetd szignifikdns csokkenés az egymast
koveté impulzusok amplitudojaban sem az egyedi, sem pedig a tetanuszos tranziensek
esetében (23 E és 23 F abra).

Az SR-bdl torténd kalciumfelszabadulas tovabbi analizaldsa soran eldszor a sorozatingerléssel

kivaltott kalciumtranziensek normalizalt fluoreszcencia értékeit kalcium koncentraciova
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transzformaltuk a fentebb leirt egyenlet alapjan, majd a teljes felszabadult kalcium
mennyiségét ([Calrt) és a RyR csatornakon keresztiil felszabaduld kalcium fluxusat (FL) is
kiszamitottuk. A 24. abran jol latszik, hogy jelentds valtozas tortént az intracellularis kalcium
koncentracioban (24 A ¢és 24 B), csak ugy, mint a myoplasmaba felszabadul¢ teljes kalcium
mennyiségében (24 D abra), és a hozzajuk tartozé kalciumfelszabadulés fluxusaban (24 E és
24 F 4bra). Mindezek csokkentek a Cmpt allatok esetében. [Ca2*]t kiszamolasdhoz hasznalt
paraméterek: [festék]=20 uM, Koffrhod=130%%, Konrmos=82 puM? 1 [parvalbumin]=2mM,
Kdpumpa=1pM, [Ca?*Tnyugaimi=70NM. A FL az impulzus leadasat kovetd 9 ms eltelte utan érte el
a csucsértékét és szignifikansan kisebb volt a Cmpt rostokban (4. tablazat). Tovabba a FL
fenntartott szintjében is eltéréseket figyeltiink meg. Masrészt viszont a cstcs-fenntartott szint
aranya ¢és az inaktivaci6 idGallanddja valtozatlan maradt. A felszabadult kalcium
mennyiségében egy durvan 30%-os csokkenés figyelheté meg a mutans torzsnél. Ezek az
adatok tisztdn mutatjak, hogy a depolarizacido altal kivaltott kalciumfelszabadulas

szignifikdnsan kisebb volt a Cmpt allatokban.

111.1.2.5. Elemi kalciumfelszabaduldsi események Cmpt rostokon

Hogy megértsik a SR-bdl torténd kalciumfelszabadulas csokkenésének okat, elemi
kalciumfelszabadulasi eseményeket rogzitettiink kontroll ¢s Cmpt allatokbdl szarmazé FDB
1izomrostokon nagy sebességli 1ézer-pasztazd konfokalis mikroszkop segitségével. A rostokon
kalcium spark-ok (kalciumfelszabadulasi események nagy amplitidoval ¢és rovid
id6tartammal) és ember-6k (alacsony amplituddji és hosszu idotartami események) alakultak
ki. Megjegyzendd, hogy a spark-ok megjelenési valosziniisége 1ényegesen nagyobb volt az
ember-6kénél. Annak ellenére, hogy a Cmpt rostok (25 B abra) ugyanugy generaltak spark-
okat mint a kontroll rostok (25 A ébra) az események karakterisztikus tulajdonsagaikban

eltéréseket figyeltiink meg.
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25. abra Spontan kalciumfelszabadulasi események FDB rostokon Kontroll (A) és Cmpt (B)
allatokbol szarmazé rostokon késziilt line-scan képek. Az enzimatikusan izolalt rostokat 0,01% Saponin
segitségével permeabilizaltuk és Fluo-3 festékkel toltottik fel. A C és D képek reprezentativ sparkok térbeli és
iddbeli lefolyasat mutatjak be kontroll (C) és Cmpt (D) rostokon. A térbeli és iddbeli profilokat az események
maximumanal rogzitett 6t egymast kovetd sor vagy oszlop atlagolasaval kaptuk meg. Mérési paraméterek:

4069x512 pixel, 1 ms line, 0,33 um pixel?, 22°C
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26. abra A  Kkalciumfelszabadulasi események paramétereinek hisztogramjai. A
kalciumfelszabadulasi események amplitado (A), a csucs eléréséhez sziikséges id6 (B), a FWHM (C) és az
id6tartam (D) hisztogramjai kontroll (fekete oszlopok, n=6) és Cmpt (sziirke oszlopok, N=6) egerek esetében. A
line-scan képeken lathatd eseményeket egy automatizalt program segitségével azonositottuk (Isd. Anyagok és

modszerek). Azon eseményeket, melyek amplitudoja kisebb volt, mint 0,1 AF/Fq illetve a FWHM nem érte el a

0,3 pm nagysagot, nem vettiik szamitasba.

A spark-ok amplitidéjat bemutatd hisztogram (26 A abra) alapjan elmondhato, hogy a Cmpt
mutacioval a kisebb amplitadoju spark-ok megjelenési frekvencidjaban novekedést
tapasztaltunk. A kontroll rostokon mért sparkok atlagos amplitudoja szignifikansan nagyobb
volt a Cmpt rostokon mértekhez képest (0,165 = 0,001 vs. 0,154 + 0,002, P<0,001). Ehhez
hasonloan, relativ magasabb szamban figyeltiink meg gyorsan kialakuld spark-okat a Cmpt
allatokban a kontrollhoz képest (24B 4abra), igy az atlagos csucs eléréséhez sziikséges id6
szignifikans csokkenést mutatott (34,7 + 0,9-r61 24,3 + 0,8 ms-ra kontroll és Cmpt rostokon,
P<0,01). Bar a FWHM closzlasanak alakja nem valtozott a Cmpt mutacié hatasara (26 C
abra), de szignifikansan (P<0,01) lecsokkentette az atlagos FWHM értéket a kontroll esetében
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mért 1,92 £ 0.01-rél 1,87 + 0,01 um-re. Az események iddtartamanak eloszldsa szintén
valtozott a mutacio hatasara (26D abra), relative magas frekvenciat mutatva a révidebb ideig
tartd események esetében Cmpt egerekben. Raadasul a spontan elemi kalciumfelszabadulasi
események frekvencidja szignifikansan (P<0,001) csokkent a Cmpt allatokbol izolalt

izomrostok esetében (6,2 + 0,5 Hz) a kontroll allatokhoz (33,0 + 2,7 Hz) viszonyitva.

111.2. A myotubularin PtdIns szubsztratjainak hatasa a fesziiltség-aktivalt Ca?*
felszabadulasra vazizomban

111.2.1. PtdIns(3,5)P2 és PtdIns(3)P csokkenti a fesziiltség-aktivalt Ca®* felszabadulast

Mivel az MTML1 hianya sulyos valtozasokat okoz az EC kapcsolatban (Al-Qusairi és
mtsai., 2009), kiilondsen érdekelt benniinket a foszfataz aktivitasat befolyasold szubsztratok
illetve az aktivitis termékeinek hatasa. A PtdIns(3,5)P2, PtdIns(3)P és PtdIns(5)P és PtdIns
oldhat6 formait ezért mikro-injektalas segitségével egyedi FDB izomrostokba juttattuk és az
intracellularis kalciumkoncetraciot fesziiltség-clamp kortilmények kozott vizsgaltuk. A
PtdInsP-ok injektalasanal tigyeltiink arra, hogy a rostokba keriilé végs6 koncentracié 100uM
alatt maradjon. A nyugalmi kalciumkoncentracié nem kiilonbozétt a kontroll rostok (0,15 +
0,02uM, n=16) és a PtdIns(5)P formaval injektalt izomrost esetében. Azonban szignifikansan
valtozott azokban a rostokban, melyeket PtdIns(3,5)P2-vel (0,21 + 0,02 uM, n=8), PtdIns(3)P-
vel (0,20 £ 0,02 uM, n=8) vagy PtdIns (0,12 + 0,02 uM, n=6) formaval injektaltuk.

Annak érdekében, hogy megbecsiiljiik a PtdInsP forméak hatasat a kalciumtranziensekre €s a
kalciumfelszabadulasra, a rostokat fesziiltség-clamp protokollal aktivaltuk. A protokoll
egymast kovetd, 20 ms hosszi depolarizald pulzusokat tartalmazott, melyek amplitudoja
folyamatosan emelkedett a kiinduld -80 mV-os alapszintrdl. Ezt a protokollt 6t alkalommal

ismételtilk meg minden rost esetében, és a sorozatok eredményét atlagoltuk.
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27. abra Fesziiltség-aktivalt kalciumfelszabadulas PtdInsP injektalt FDB rostokon. A baloldalon

-50 0 V(mV)

az indo-1 fluoreszcencia valtozasainak valtozasai lathatok (sziirke arnyékolds) azon izomrostok esetében,
melyeket fentrdl lefelé, PtdInsP jelenléte nélkiik injektaltunk indo-1 festékkel (n=16), valamint azon rostoknal,
ahol az indo-1 mellett alkalmaztunk még: PtdInd(3 5)P, (n=8), Ptdlns(3)P (n=8) Ptdlns(5)P (n=7) illetve PtdIns

s

abra tetején lathat6. A kalciumfelszabadulas cstucsértékeinek fesziiltségfiiggését a jobb oldalon feltiintetett abrak

mutatjak. Az y tengely a csticsértéket mutatja. A kisérletek kivitelezésében részt vettem.

A 27. abra bemutat egy jellemz6 kontroll indo-1 fluoreszcencia valtozast, amit az abra tetején
lathaté ingerld protokollal valtottunk Ki. Az abra bal oldalan lathatéak az atlagos indo-1
fluoreszcencia valtozasok, kiilonboz6 rostcsoportok esetében. A  kvalitativ - kinetikai

sajatossagokban nem volt nyilvanvald valtozas egyik PtdInsP forma jelenlétében sem.
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Azonban a csucs amplitado csokkent a PtdIns(3)P jelenlétében, a PtdIns(3,5)P2 alkalmazasa
soran pedig a kiterjedés mértéke volt kisebb. A 27. abra jobb oldalan lathato a
kalciumfelszabaduldsok csucsértének fesziiltség fliggése kontroll és PtdInsP alkalmazasat
kovetden. A csucs kalciumfelszabadulas fesziiltségfliggését minden rost esetében Boltzmann

fiiggvénnyel illesztettiik meg.

A B C

d[Ca] /dt max
(MM.ms™)

T
|

Pidlns(S.S)P_,
Pidins(3)P
Ptdins(5)F
Ptdlns(3,5)P{
Ptdins(3)P
Ptdins(3,5)P,
Ptdins{5)F

28. abra A fesziiltség-aktivalt kalciumfelszabadulds Boltzmann fiiggvény paraméterei PtdInsP
injektalt rostokban. A kalciumfelszabadulds maximalis csucs hanyadosanak atlaga, a fél-aktivacios fesziiltség
és meredekség meghatarozasa a csucs kalciumfelszabaduldsra vs. a fesziiltség adatokra illesztett Boltzmann
allandé meghatarozasaval torténk a kiilonb6zo PtdInsP formakkal injektalt, valamint kontroll rostok esetében.

Az A panel a maximalis kalciumfelszabadulas, a B panel a fesziiltség, mig a C panel a meredekség.

A maximalis kalciumfelszabadulas csucsértékeit (d[Ca]t/dr max), az 50%-0s aktivaciohoz
tartozo fesziiltséget (Mos) és a meredekséget (k) mutatja be a 28. abra. A kontrollhoz
viszonyitva a maximalis kalciumfelszabadulas 30-50%-0s csokkenést mutatott a PtsIns(3)P
(p<0,001) és PtdIns(3,5)P2 (p=0,02) injektalt rostok esetében, mig a meredekség bar kis
mértékben, de szignifikansan novekedett a PtsIns(3,5)P2 (p=0,001) és PtdIns(5)P (p=0,03)
jelenlétében. Annak ellenére, hogy az indo-1 magas affinitast mutat a kalcium irant és
kinetikai sajatsagaibol adédéan nem megbizhatd a nagy és gyors kalciumkoncentracio
valtozasok detektaldsdban, amikor fesziiltség-clamp moddszerrel kombinaltuk, a kismértéki
depolarizéciora adott kalciumvalaszok mérésére alkalmas volt, mivel a szaturacids hatar alatt

maradt a felszabaduld kalcium mennyisége. [gy az indo-1 hasznalatat limitald
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tulajdonsagoknak nem lehet hatdsa a vizsgalt PtdInsP kalcium koncentraciora kifejtett

hatésaira.
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29. abra PtdInsP injektalt izomrostokon mért kalcium tranziensek leszallo szaranak elemzése. Az
a panelen rovid impulzusokra valaszul kapott kalcium tranzienseket az indo-1 szignalbdl kalkuldltuk kontroll
rostok esetében. A piros vonalak a leszalld szarra illesztett exponencialis gorbét mutatjak. A baloldalon
bekeretezve egy kalcium tranziens felnagyitott képe lathaté. A b panelen a kalcium visszavétel idéallanddjanak

atlagos értékei lathatok kiilonbozo kezelések esetében. A membran depolarizalasa -10 €s +20mV kozott tortént.

A kalciumtranziensek leszallo szaranak elemzése soran (29. abra) a citoszolikus kalcium

eltavolitas szignifikansan lassabbnak bizonyult a PtdIns(3)P injektalt rostok esetében.

Fontos kérdésként felmertilt, hogy vajon a csokkent kalciumfelszabadulast a csokkent SR
kalcium tartalma okozza e. A kérdés megvalaszolasa érdekében szamos kisérletet végeztiink

az SR Kkalcium tartalmanak meghatarozasara kontroll és kiilonbozd, a leghatasosabb
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kalciumfelszabadulast okozé PtdInsP formékkal injektalt rostok esetében. Az egyik kisérlet
soran egy olyan ingerlési protokollt alkalmaztunk, melyben nagy mennyiségii EGTA-t
tartalmazo citoszolba iiritettiikk az SR kalcium tartalmat. A mérések n=5 kontroll roston és N=6
0,1 mM PtsIns(3)P formaval ekvilibralt roston tortént. Az SR kalcium tartalma a kontroll
rostok esetében 2,1 £+ 0,5, mig az injektalt rostoknal 2,6 + 0,4, ami statisztikai szempontbol
nem szignifikdns. Ezek az adatok tehat kizartdk annak a lehetdségét, hogy a csokkent

kalciumfelszabadulas az SR csokkent kalcium tartalma miatt alakult volna ki.

Mivel nem az SR kalcium tartalma okozza a csokkent valaszt, a kdvetkezd szoba johetd
lehetéség a DHPR érintettsége lehet. A kovetkezd 1épésiink soran tehat ki kellett deriteni,
hogy valéban a DHPR jatszik-e szerepet a csokkent kalciumfelszabadulds kialakuldséban.

Ennek érdekében analizaltuk a fesziiltség-clamp mérések sordn rogzitett membran dramokat.
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30. abra A PtdInsP formakkal injektalt rostokon mért fesziiltség-aktivalt membran aramok nem-
linearis valtozasai. Az a panelen a fesziiltség-clamp protokoll lathat6. A b panelen a membran araméban

bekovetkezd valtozasok atlagos (+S.E.M., sziirke arnyalas) impulzusanak képe lathaté kontroll rostokon. A ¢
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panelen a toltés alatti és a depolarizacidés impulzus végén mért membran aram atlagos értékeinek fesziiltség
fiiggése.

A 30. abra abran lathatok ezek a mérések. Az eredmények azt mutatjak, hogy sem a DHPR
fesziiltség érzékenységét, sem pedig a kalciumcsatornaként betoltott szerepét nem

befolyasoltdk a PtdInsP formak jelenléte.

A PtdInsP formak kalcium tranziensekre gyakorolt hatasdnak vizsgéalata soran felmeriilt a
kérdés, miszerint a kalciumfelszabadulads fesziiltségfliggd inaktivalédasa vajon érintett-e.
Hogy valaszt kapjunk a kérdésre, kalcium tranzienseket rogzitettiink, melyeket 20 ms hosszu -

20 és 0 mV kozotti impulzusokkal valtottunk ki.
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31. 4bra. 4bra A Ca*'-felszabadulas fesziiltség-fiiggé inaktivacioja PtdInsP kezelt rostokban. Az a
panelen a fesziiltség-clamp protokoll lathatd. A b panelen az atlagos (£S.E.M., sziirke arnyalas) indo-1
szaturacios jel lathato kontroll rostok esetében (n=12) az a panelen lathato protokollt alkalmazva. A ¢ panelen a
kalciumfelszabadulas inaktivacidjanak fesziiltség-fiiggése lathatd azon rostok esetében, melyeket PtdIns(3,5)P>

(n=6), PtdIns(3)P (n=6), PtdIns(5)P (n=6) és PtdIns (n=6) formakkal injektaltunk. A kontroll rostokon mért
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adatokat (fekete korok) is feltiintettiik a ¢ panelen. A Vg, a fél-inaktivacidhoz tartozo aram és a meredekségi

faktor adataira Boltzmann-figgvényt illesztettiink. A kisérletek elvégzésében részt vettem.

Az impulzus protokoll és a hozza tartozé atlagos (£S.E.M.) indo-1 szaturacids sorozatokat a
31 a és 31 b abra mutatja be. Minden rost esetében a cstics kalciumtranziens amplitadojat az
indo-1 jelbdl szamoltuk ki, melyeket a nyugalmi fesziiltség (-80mV) alatt mért értékekre
normalizaltunk. Nem talaltuk annak jelét, hogy barmely alkalmazott PtdInsP hatdssal lett
volna az inaktivacié folyamatara, ezt a 31 ¢ abra illusztralja, ahol a kalcium tranziensek
normalizalt csucsamplitudéit hasonlitottuk Ossze kiilonb6zd izomrost csoportok esetében.
Boltzmann-fiiggvényt illesztve az adatokat, nem talaltunk kiilonbséget a kontroll és barmely
PtdInsP forméval injektalt rostok kozott a fél-inaktivacios fesziiltségére és meredekségére

vonatkozdan.

1.22. A PtdIns(3,5)P2, Ptdins3)P és PtdIns(5)P csokkentette az elemi
kalciumfelszabadulasi események szamat permeabilizalt izomrostokban

A permeabilizalt izomrostokon mért spontan elemi kalciumfelszabadulasi események
lehetdséget biztositanak a RyR funkciondlis tulajdonsdgainak nativ kornyezetben torténd
tanulmanyozésara anélkiil, hogy a DHPR barmilyen kontrollt gyakorolna ra (Kirsch és mtsai.,
2001;Lukacs és mtsai., 2008). Ezen lehetdséget kihasznalva megvizsgaltuk, hogy a PtdInsP
formak gyakorolnak-e barmiféle direkt hatast a RyR szabalyozott kalciumfelszabadulasi
aktivitasra, igy betekintést kaphatunk a jelenség mdogott all6 mechanizmusba. A spontdn
kalciumfelszabadulasi eseményeket gyors konfokalis (x,y) képalkoto eljarassal rogzitettiik, 15
perces PtdInsP eldkezelést kovetden, és a mérési eredményeket azon kontroll rostokon mért
eseményekkel vetettiik 6ssze, melyeket ugyan olyan koriilmények kozott inkubéltuk, azonban

standard mérési oldatban.

A 32. dbra egy reprezentativ (x,y) konfokalis mikroszkoppal felvett mérés eredményét mutatja
be. Minden képet 200 egymas utan rogzitett kép Osszegeként kaptunk. Azon rostok esetében,
amelyeket PtdIns(3,5)P 2, PtdIins(3)P és PtdIns(5)P formakkal inkubaltuk, a detektalt
események szama csokkenést mutatott, a legnagyobb hatast a PtdIns(3,5)P2 esetében
figyelhettiik meg. A 27 b abra a mért elemi események szamolt paramétereinek atlagos értékeét
mutatja. Az események megjelenési frekvencidja er0sen csokkent, a PtdIns forman kiviil a
masik harom tesztelt PtdInsP forma jelenlétében, a PtdIns(3,5)P2 esetében ez a csokkenés a
98%-ot is elérte a kontroll rostokon mért események frekvenciajahoz képest. Az események

amplitudoja a PtdIns(5)P jelenlétében bar kissé, de szignifikansan emelkedett, mig az FWHM
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értéke mind x, mind y iranyban korilbeliil 10 % csokkenést mutatott PtdIns(3,5)P2

jelenlétében.
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32. abra PtdInsP hatasai a spontan elemi kalciumfelszabadulasi eseményekre. Az a panelen
Osszegzett elemi kalciumfelszabadulasi események lathatéak, melyeket Fluo-3 festék segitségével mértiink, 200
egymast kovetd képsorozat rogzitésével kontroll rostokon valamint PtdInsP kiilonb6z6 formdival ekvilibralt
rostok esetében. A b panelen az elemi kalciumfelszabadulasi események paramétereinek atlagat latjuk kiilonb6z6
izomrost csoportokban (kontroll n=27, PtdIns(3,5)P, n=28, PtdIns(3)P n=29, PtdIns(5)P n=40, PtdIns n= 11).

Minden kép mérete 84x84um. A kisérletek elvégzésében illetve az adatok elemzésében részt vettem.
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Osszegezve megallapithatjuk, hogy a vizsgalt PtdInsP formak szerényen hatassal vannak az
individudlis események amplitidojara és térbeli paramétereire. A PtdInsP formdk az
események eldfordulasi valoszinliségét igen nagymértékben csokkentik, azaz a kezelt rostok
esetében a kalciumfelszabadulasi események frekvenciaja erds csokkenést mutatott a kontroll
rostokon tapasztaltakhoz képest. Ezen mérési sorozatokbol azt is megfigyeltiik, hogy az
események frekvencidjaban bekovetkezd csokkenés a harom forma esetében mar a mérés
kezdeti szakaszan is megmutatkozott. Példaul PtdIns(3,5)P. alkalmazasat kovetéen az els6
200 képsorozat rogzitése soran az atlagos esemény frekvencia 92%-al csdkkent a kontroll
izomrostokon mért eseményszammal Osszehasonlitva. Az elemi kalciumfelszabadulasi
események aktivitasdnak tanulmanyozéasa érdekében specifikus kisérleteket végeztiink. A
célunk az volt, hogy kideritsiik, vajon az elemi kalciumfelszabadulasi események
frekvenciajara legnagyobb hatast gyakorolo PtdIns(3,5)P2 altal esetlegesen indukalt korai
tranziens novekedés a spark aktivitdsban megtorténhet-e a kisérleteink soran, mert ha igen,
akkor az SR-ben kalcium depléciot okoz, amely az elemi kalciumfelszabadulasi események
frekvencidjanak csokkenéséhez vezet. Mivel a fentebb leirt kisérletek protokollja szerint a
rostokat 15 percig inkubaltuk a PtdInsP formakkal a mérés megkezdése el6tt, ezen id6 alatt
lehetséges, hogy bekovetkezik az SR kalcium tartalmanak csokkenése miatti
frekvenciacsOkkenés. A feltételezésiink igazolasa érdekében 3 perccel azutan, hogy a
mérdoldattal az inkubéciot megkezdtiik (mind kontroll, mind a PtdInsP formékat tartalmazé
oldatok esetében), 200 képbdl allo sorozatokat vettiink fel minden harmadik percben. Az
eseményeket minden sorozatnal megszamoltuk. A mérések eredményeként az 5 kontroll és 3
PtdIns(3,5)P2> formaval inkubalt rost esetében nem talaltunk szignifikans valtozast az id6
fliggvényében a sparkok megjelenésében. Az abszolut értékek esetében a frekvencidban a
PtdIns(3,5)P2> formaval inkubalt 3 rost esetében 65-80% csokkenés volt megfigyelhet6 a
kontrollhoz képest. Bar ez a csokkenés kissé elmarad a 27. abran bemutatottol, az eredmény
egyértelmii bizonyiték arra, hogy nem volt jele barmilyen PtdIns(3,5)P, altal kivaltott

stimulél6 hatasnak az elemi kalciumfelszabadulasi események aktivitasa szempontjabol.

Végiil, de nem utolsé sorban a PtdIns(3,5)P> formaval inkubalt 2 rost esetében a kisérlet
végén a mérdoldatot kicseréltiik 0,4 mM 4-kloro-m-cresol (CMC), 4 uM tapsigargin (Tg) és
50 uM N-benzyl-p-tolueneszulfonamid (BTS) tartalmi mérdoldatra annak érdekében, hogy
globalis kalciumfelszabadulas torténjen. A BTS alkalmazasara az izomrost 0sszehtizodasanak

megakadalyozasa miatt volt sziikség. Mindkét rost esetében igen jelentds fluoreszcencia
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intenzitasbeli novekedés volt megfigyelhetd, amely azt bizonyitja, hogy az SR belsejében

talalhato kalcium tovabbra is akadaly nélkiil hozzaférhet6 volt.

I11.2.3. Az MTM1 overexpresszioja nem befolyasolja a fesziiltség-aktivalt
kalciumfelszabadulast

Az MTMI1 PtdInsP foszfataz f6 szubsztratjai a PtdIns(3,5)P2 és a PtdIns(3)P. Az egyik
alternativ lehetdség ezen szubsztratok szintjének csokkentésére az MTMI1 overexpresszidja
lehet. E lehetdéség meglehetésen nagy figyelmet kapott, mivel ezen foszfatazként betoltott
szerepének aktivitasbeli csokkenése szamos patologias EC kapcsolat kialakuldsaért felelds

(Al-Qusairi és mtsai., 2009).

10 um
d 2

33. abra MTM1 expresszio egér vazizom rostokban. A reprezentativ konfokalis mikroszkoppal

késziilt képeken a PtdInsP foszfatazként miikodé mCherry-MTM1 expresszidja az a-b paneleken lathatd. A ¢
abra a b képen sarga négyzettel hatarolt teriilet fluoreszcens profiljat mutatja. A d-f paneleken az mCherry és di-
8-ANEPPs kolokalizacidja figyelhetd meg. A képeken a fehér skalavonalak 10 um hosszasagot jelolnek. A

kisrletek elvégzésében részt vettem.

A 33. abran az MTMI1 mCherry kapcsolt expresszidos mintazata figyelhetd meg FDB
izomrostokon, in vivo transzfekciot kovetéen. A 33 A- 33 C abrak azt mutatjak, hogy az
mCherry-MTMI1 a rost egész teriiletén megjelenik és érdekes modon a fluoreszcencia egy

tisztan kivehetd transzverzalisan csikozott dupla sorokba rendezddve jelenik meg, a vonalak
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kozotti tavolsag pedig nagyjabol 2 pm, a mintdzatuk pedig a tridd régiora emlékeztet. Ezen
hasonlosagrol vald megbizonyosodas érdekében a T-tubulusokat megjelenité di-8-ANEPPs
(33 D-33 F abra) fluoreszcens festékkel kolokalizaltuk az mCherry altal kibocsatott

fluoreszcenciat, ami teljes atfedést mutatott.
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34. abra mCherry kapcsolt MTM1 expresszalo rostok fesziiltség-fiiggé kalciumfelszabadulasa. Az
a panel a fesziiltség-clamp protokollt mutatja. A b panel az atlagos (£SEM, sziirke arnyékolas) indo-1
fluoreszcenciavaltozas gorbe kontroll (n=11) és mCherry-MTMI1 pozitiv rostok (n=11) esetében. A c panelen a

kalciumfelszabadulés csticsahoz tartozé fesziiltség fliggés 1athato a két rosttipus esetében.

A 34. 4dbra mutatja az exogén MTMI expresszié hatasat az indo-1 segitségével mért
fesziiltségaktivalt kalciumfelszabadulasra. A 34 B mutatja az atlagos (+SEM) indo-1
fluoreszcenciavaltozas atlagat n=11 kontroll és n=11 mCherry-MTM1 expresszal6 rostokbol a
34a abran bemutatott pulzus protokollra adott valaszok esetében. A 34 C é&bran a csucs

kalciumfelszabaduléds fesziiltségfliggését mutatja be. Annak ellenére, hogy egy gyenge
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csokkenés figyelhetdé meg a cstics kalciumfelszabadulasban az MTM1-et overexpresszald

rostok esetében a kontroll rostokhoz képest, a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans.

Az adatokra Boltzmann fligvényt illesztve megkaptuk a maximalis cstcs
kalciumfelszabadulast (32,5 = 3 pM ms? vs 282 + 3 uM ms?), az 50%-0s aktivacid
fesziiltségét (-7,2 = 1 mV vs -5,6 +£ 1 mV), valamint a meredekséget (6,8 +£ 0,2 mV vs 6,5 +

0,4 mV) kontroll, és MTM1 overexpresszalo rostok esetében.

Az indo-1 egy magas affinitast festék, amely nagy lépésben torténd depolarizacio esetében
hamar szaturdl. Ez a jelenség gatolhatja az esetleges MTMI1 overexpresszid
kalciumfelszabadulast erdsitd hatisat. Ennek elkeriilése érdekében a transzfektalt rostok
kalciumtranzienseit Fluo-4 nem raciometrikus fluoreszcens kalciumindikatorral vald toltéssel
valamint magas EGTA tartalmu kiils6 oldat alkalmazasaval is rogzitettiilk. Nem talaltunk arra
utald6 jelet, hogy az MTMI overexpresszidja hatdssal lenne a fesziiltségaktivalt

kalciumfelszabadulasra (35. abra).

kontroll mCherry-MTM1
2 | m | L 80mV

’|’ 10 pM.ms"'|

]

35. abra mCherry kapcsolt MTM1 exptesszalo rostok fesziiltség aktivalt Ca?* felszabadulasa. Az a
panelen a fesziiltség-clamp stimulacios protokoll lathatdo. A b panelen az atlagos (£SEM, sziirke arnyékolas)
Fluo-4-AM F/F gorbéi lathatok kontroll (baloldal, n=7) és mCherry-MTMI1 pozitiv rostok (jobb oldal, n=7)

esetében. A C panelen az atlagolt (+SEM, sziirke arnyékolas) kalciumfelszabadulas gorbéi lathatok a két esetben.

Azon lehetdség kizarasa érdekében, hogy az mCherry tag valamilyen mddon befolyasolja az
MTMI aktivitasat, tehat akadalyozza funkciojanak ellatasaban, olyan rostokon is valtottunk ki

kalciumtranzienseket, melyeket MTM1 tag-free, valamint eGFP kodolt plazmiddal
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transzfektaltunk. A fesziiltségaktivalt kalciumtranziensek ezeken a rostokon, sszehasonlitva
a csupan eGFP-t expresszald rostokon mért tranziensekkel azt mutattak, hogy a tag-free
MTMI1 nem bizonyult hatasosabbnak az mCherry kapcsolt MTMI1-et overexpresszalo
rostokon mértekhez képest. Tehat az mCherry semmilyen mdédon nem volt hatassal az MTM 1

mukodésére.

Végiil olyan kisérleteket is végeztiink, melyek meggydzhettek minket arrol, hogy az exogén
MTMI jelenléte befolyasolja-e a kalciumfelszabadulast az izom funkcidinak szigorubb
vizsgalati koriilményei kozott. Ezért a kalciumtranzienseket oly modon mértiik, hogy ismételt

stimulusokat alkalmaztunk, annak érdekében, hogy a membrant depolarizaljuk.
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36. abra A fesziiltség-aktivalt indo-1 Ca?* tranziensek kontroll és mCherry-MTMI1 pozitiv rostok
esetében. Az a panel a stimulalo protokoll, ahol 20 egymast kovetd, egyenként 10 ms hosszusagi impulzusokat
alkalmaztunk minden 20. masodpercben. A b panelen egy illusztralt indo-1 szaturdcios sorozat lathatd kontroll
esetben ahol a baloldali abran az els6, mig a jobb oldalon az utols6 sorozatra adott valasz lathatd. A ¢ panelen az

indo-1 kalciumtranziensek relativ csucsamplituddjanak idoéfiiggése lathatd az els6 sorozat (kordk), a 10. sorozat

67



(négyzetek) és a 20. sorozat (haromszogek) esetében kontroll (baloldal, n=10) és mCherry-MTM1 pozitiv (jobb
oldal, n=8) rostoknal.

A 36. abra szolgal bizonyitékul arra, hogy MTM1 overexpresszioja nincs hatassal a kalcium

tranziensekre.
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IV. Megbeszélés

IV.1. A myostatin deficiencia hatasa az EC-kapcsolatra

A myostatin knock-out, csak tigy, mint a Cmpt egerek, a megnovekedett izomtomegiik
ellenére a kontroll allatokhoz képest csokkent izomerdvel rendelkeznek (Amthot és mtsai.,
2007). Annak ellenére, hogy ezekben az egerekben a rostok mindségi Osszetételében és
metabolikus allapotukban valtozasok kovetkeznek be (Girgenrath és mtsai., 2005),
egyértelmii magyarazatot a kontraktilis funkcidban bekovetkezO valtozdsokra még nem
ismertink. Munkank soran egyrészt megerdsitettiik a mas kutatdcsoportok altal korabban leirt
in vivo kisérletek eredményeit, masrészt bizonyitani probaltuk azt, hogy nem a kontrakcids
mechanizmus aktivacidjanak valtozasa, hanem a kalcium szignalizacioban bekovetkezd
valtozasok magyarazzak az erdkifejtésében kifejez6dd csokkenést.

Az in vivo eredményeink szinkronban vannak a koradbban Mstn™ allatokon publikalt (Amthor
és mtsai., 2007, Savage & McPherron, 2010) és Cmpt egereken (Admthor és mtsai., 2007)
végzett kisérletekkel, ahol az allatok csokkent fizikai teljesitményt mutattak, hiszen a Cmpt
allatok kevésbé mutatkoztak agilisnek a futomalomban végzett kisérleteink soran. Ezt erdsiti
az a megfigyelésiink is, hogy a Grip-teszt elvégzésekor kapott normalizalt eré (az abszolut
er6t normalizaltuk a testtomegre) csokkent a vad tipusu kontroll allatokhoz képest. Ezen
tesztek soran bebizonyosodott az az allitds is, hogy a Cmpt allatok a megndvekedett
izomtomegilik ellenére nem bizonyultak erdsebbnek a kontroll tarsaikhoz képest. Ez a
megfigyelés, mivel in vivo kisérletekrél van szd, nem korlatozodhat csupan a vazizom
teljesitményében bekovetkezd csokkenésre. A csokkent aktivitds egyéb okai kozé tartozhat a
kardio-vaszkularis vagy a respiratorikus rendszerben bekovetkezé valtozasok, igy ezekkel
egyiitt magyardzhato a futdémalomban nyujtott gyengébb teljesitmény a Cmpt allatok
esetében. Ezen feltételezett okok mellett a mi elképzelésiink is helyt allhat, miszerint az EC
kapcsolatban bekovetkezd valtozdsok és modosulasok nagymértékben befolyasolhatjdk a
gyengébb teljesitményt.

A késébbi kutatasok alapjan a megvaltozott metabolizmus az izomrostokban dsszefliggésben
mtsai., 2005; Badn és mtsai., 2013) csak Ggy, mint a kontrakcio soran felhasznalt ATP
mennyiségének hatalmas megnovekedése (Giannesini és mtsai., 2013). Ezen eredmények azt
sugalljak, hogy a csokkent specifikus eréért a megvaltozott aktin-miozin kolcsonhatds a
felelds, mivel a miozin expresszidban modosuldsok kovetkeztek be. Ezen feltételezéssel

ellentétben nem taldltunk semmilyen valtozast a pCa fiiggd erd generdldsban kémiailag
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nyuzott izomrost szegmensek vizsgalata sordn. Sem a gyors, sem pedig a lassu tipusu rostok
esetében sem figyeltiink meg valtozast a kalcium érzékenység-fesziiltség Osszefiiggésében.
Raadésul a maximalisan kivalthaté eré mértéke hasonlo volt a kontroll és a Cmpt allatokban.
Masrészt az akciospotencial altal kivaltott intracellularis kalciumkoncentracioban
bekovetkezd csokkenés magyarazhatja a tenzidban torténd jelentds csokkenést, mivel az
akciospotencial sorozatok a fiziologias koriilmények kozott, azaz in vivo bekovetkezd
Osszehuzodast imitaljak. Megjegyzendd, hogy az intracellularis kalcium koncentracidban
bekovetkezd csokkenés €s a kovetkezetesen fennalld alacsonyabb erdszint, a fesziilés-pCa
fliggésének mérései alapjan, aranyosan kisebb volt, mint az izom atmérdjének novekedése
(2,35 + 0,19 vs. 6,93 = 0,32 mm? kontroll (n=13), és Cmpt (n=19) térzsekben, EDL esetén
(P<0,001), nem szamolva teljesen a Grip-teszt esetében mért nagyobb erdvel.

Az SR kalciumfelszabadulads fluxusa a globdlis kalcium tranziensekbdl volt kiszdmolva, és
egy 33% nagysaga csokkenés volt megfigyelheté a csucs és a fenntartott fluxus esetében.
Mivel a csucsértékrdl a fenntartott értékre torténd visszatérés aranya nem valtozott a Cmpt
egerekben az SR-bél torténd kalciumfelszabadulas fluxusanak gorbéje esetén, a
kalciumcsatornak aktivacios és inaktivacios kinetikdjanak valtozasa valdszinilileg nem érintett
a Cmpt térzsben.

Ezt a megfigyelést tovabbi eredményeink i1s megerositették, melyek szerint az SR
kalciumfluxusanak a cstcs eléréséhez sziikséges i1d0, valamint az inaktivacié konstansanak
aranya egyaltalan nem valtozott. Az utdbbiban egy enyhe, de nem szignifikans, ndvekedés
volt megfigyelhetd, amely 6sszhangban van azon kordbbis eredményekkel, melyek szerint a
lassabb inaktivaciot a csokkent SR-bdl torténd kalciumfelszabadulas okozza (Sdrkozi és
mtsai., 1996). Mi tobb, az akciospotenciallal kivaltott kalciumtranziens soran az SR-bél
felszabadul6 kalcium mennyiségében is megfigyeltek csokkenést.

Ezek a megfigyelések harom lehetdséget kinalnak az eredményeink magarazatara, de az is
eléfordulhat, hogy ezen lehetdségek kombinacioja all fenn.

Egyrészt, az SR kalcium tartalmaban csokkenés figyelheté meg, masrészt csokken a RyR
csatornak permeabilitasa/konduktancidja, harmadrészt pedig az aktivalt RyR csatorndk szama
Is csokkent. Azonban hangsulyozni kell azt, hogy ezen valtozasok jelent6ssége nem lehet tal
sz¢éleskorl, vagy pedig az inaktivacid kinetikajaban bekovetkezd valtozasok velejardi a
csokkent SR kalciumfelszabadulasnak.

Valgjaban az SR kalciumfelszabadulas fluxusaban bekdvetkezo csokkenés Osszhangban van

crer

vizsgaltak (Klein és mtsai., 1988). A csokkent RyR permeabilitas vagy SR kalcium tartalom
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magyarazhatja a metabolikus ardnyban bekovetkezd valtozasokat, mivel a RyR redukcid
érzékenységét mar szamos alkalommal leirtak (pl.: Liu és mtsai., 1994, Bull és mtsai., 2007,
Petrotchenko és mtsai., 2011). Ezek a kozlemények arra engednek kovetkeztetni, hogy a
reduktiv allapotok atformaljak a csatornat és annak a kinyilasa kevésbé lesz valoszinli, mig az
oxidativ kondiciok ennek a kinyildsnak a lehetéségét megndvelik, igy nagyobb lesz a
valdszintisége annak, hogy a RyR kinyilik (Marengo és mtsai., 1998). Ebbdl adodoan, a
redukalt allapot felé vald eltolodas a mioplazmaban egy csokkent aktivaciot eredményezhet,
mig az oxidativ allapot fel¢ valdé elmozdulds egy magasabb nyugalmi SR szivargashoz és
ezaltal csokkent SR kalcium tartalomhoz vezet (Oba és mtsai., 2002). Ezek szinkronban
vannak az altalunk megfigyeltekkel. Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk, vajon a RyR
csatornak érintettek-e a Cmpt torzsben, a csatornan torténd kozvetlen mérések lennének
sziikségesek.

Jelen munkankban megprobaltam betekintést nyerni a csatorna funkcidjaba Saponinnal
,»nhyuzott” rostokon és meghatarozni a kalciumfelszabadulasi események tulajdonsagait.

Habar ezekkel az eseményekkel Ovatosan kell banni, mivel intakt rostokban hihetetleniil
alacsony frekvenciaval jelennek meg, ez a modszer tiinik a legalkalmasabbnak a RyR csatorna
nativ kornyezetben valo tanulmanyozasara (Klein & Schneider, 2006). A fent emlitett
egyértelmi korlatok miatt csupéan a csatorndk legegyszeriibb tulajdonséagait vizsgaltuk.
Egyértelmiivé valt az eredményeinkb6l, hogy az elemi kalciumfelszabadulasi események
megjelenési frekvencidja alacsonyabb a Cmpt allatokban a vad tipusu kontrollhoz képest (26.
abra). Rdadasul ezen események amplitidoja ¢s FWHM értékei alacsonyabbak a kontrollhoz
viszonyitva. Annak ellenére, hogy nem tudtuk bizonyitani azt, hogy a Cmpt allatokbol
szarmazd izomrostok masként reagilnak a saponin kezelésre, valosziniinek tlinik, hogy a
megfigyelt valtozasok a kalciumfelszabadulast érintd mddosuldsok miatt kovetkeztek be. Ezt
megerdsiti az a tény, miszerint a kalciumfelszabadulas paramétereiben megjelend valtozasok
Osszhangban vannak az intakt rostokon mért globdlis kalcium tranziensek paramétereiben
bekovetkezett valtozasokkal. Bovebben, az események csokkent szama és a kibocsatott
kalcium mennyisége eseményenként megmagyarazza azt a megfigyelést, hogy miért kisebbek
a kalcium tranziensek a Cmpt allatokban. Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy azon
valtozasok, melyek magyardzatot adnak a Cmpt torzs fenotipusara a csokkent erét is
beleértve, a kalciumfelszabaduléds folyamatanak valtozasa miatt kovetkezhetnek be.

Mindezek alapjan a csokkent kalciumfelszabadulas legvalosziniibb magyardzata az SR
kalcium tartalmanak csokkenése. Ez legalabb két tton tudnd befolyasolni a

kalciumfelszabadulds folyamatdt. A RyR csatorndk aktivalodasa az SR kalcium
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koncentraciojatol fligg, azaz egy alacsonyabb intraluminalis kalcium koncentracio
alacsonyabb aktivalodasi szintet okoz a csatorndkban (Laver, 2005). Raadésul az alacsonyabb
SR kalciumkoncentracié miatt a csatornakon atfolyd aram is csokken. Ezen hatasok
kombinacidja megmagyarazhatja az alacsonyabb spark frekvenciat valamint a
kalciumfelszabadulasi események kisebb amplitadojat és legvégiil a  csokkent
kalciumtranzienseket. Habar jelenleg nincs egyértelmi magyarazatunk arra, hogy a mutacio
hogyan befolyasolja az SR kalcium tartalmanak cs6kkenését, minden adat azt az elképzelést
tamasztja ald, miszerint a csokkent specifikus er6 a Cmpt allatokban ezen valtozasok

eredménye.
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V1.2. A MTM1 mé6dosulasanak hatiasa az EC-kapcsolat miikodésére

Munkank masodik részében egy még kevésbé ismert aspektusbol vizsgaltuk az EC
kapcsolatot, mely meghatarozé szamos stlyos izmot érintdé betegségekben. Valdjaban a
jelenlegi felfedezés, miszerint a myotubularis myopatia 0Osszefliggésben all a
kalciumfelszabadulds mechanizmusanak sulyos megvaltozasaval ravilagitott arra, hogy a
PtdInsP forméak metabolizmusanak szabalyozasa potencialisan kritikus pont lehet. Azonban
az, hogy a PtdInsP-ok hogyan vesznek részt az EC kapcsolat szabalyozasaban, sajnalatos

modon meglehetdsen rejtélyes.

Jelen munkankban bemutatasra kertilt, hogy a PtdIns(3,5)P2 vagy a PtdIns(3)P intracellularis
jelenléte csokkenti a globalis fesziiltség-aktivalt kalciumfelszabadulast intakt vazizom
rostokban. Azonban az is bemutatasra keriilt, hogy azokban a kisérletekben, ahol ezen két
PtdInsP OH-foszforilalt formaja csokkent, nem valtozott a kalciumfelszabadulas a kontrollhoz
viszonyitva. Tehat a PtdInsP-ok szintjének csokkenése nem befolyasolta a
kalciumfelszabadulast, ezzel azt sugallva, hogy normalis koriilmények kdzott, azaz fiziologias
allapotban ezek alacsony szinten vannak az intracellularis térben. Arra vonatkozoan igen
kevés jelenleg a bizonyiték, hogy a PtdInsP-ok szerepet jatszhatnak a vazizom
kalctumhomeosztdzisanak ¢és/vagy az EC kapcsolat szabalyozasaban. Foleg azon kisérletek,
melyek az egyedi RyR csatornak aktivitdsan, az SR  vezikulakbol torténd
kalciumfelszabaduldsan és nyuzott rostokon torténd erdmérésen torténtek utalnak arra, hogy a
PtdIns(4,5)P2 rendelkezik a RyR1 aktivitas befolyasolasanak képességével (Chu és mtsai.,
1991, Kobayashi és mtsai., 1989, Ohizumi és mtsai., 1999), de ezzel kapcsolatban barmilyen

egyértelmi fizioldgiai Osszefiiggést még nem talaltak.

Az érdeklddésiink kozéppontjaban azon PtdInsP formal alltak, melyek az MTM1 hidrolizalt
termékei. Ezzel Gsszefliggésben, Shen és kutatocsoportja (Shen és mtsai., 2009) 1ényeges
adatokat gyujtottek: egyrészt a PtdIns(3,5)P. myotubulus sejtkultirakban az SR-ben
helyezkedik el, masrészt a PtdIns(3,5)P2, a PtdIns(3,4)P2, és PtdIns(3)P formak alkalmazasa
soran a myotubulusokban a kalcium szignalizacié karosodik, harmadrészt minden PtdInsP, de
foként a PtdIns(5)P hozzakotddik a RyR1 csatornahoz, negyedrészt pedig a PtdIns(3,5)P2 10-

100uM koncentracidoban alkalmazva direkt moédon megemeli a RyR1 aktivitasat.

Ezek az adatok azonban kevés betekintést engedtek abba a mechanizmusba, amely
megmutatnd, hogy a PtdInsP-ok vajon hogyan hatnak, ha egyaltalan hatnak, a RyR

funkcidjara és az EC kapcsolatra felndtt egér vazizom nativ funkcionalis kornyezetében.
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Kisérleteink soran megvizsgaltuk a PtdInsP-ok kalciumfelszabadulasra gyakorolt hatasait. Ezt

a hatast elemi kalciumfelszabadulési események detektalasaval figyelhettiik meg alaposabban.

Normalis esetben, az elemi kalciumfelszabadulasi események emlds vazizomban nincsenek
jelen olyan frekvenciaban, amely lehetévé tenné analizalasukat. Masrészt azonban ezen
események analizise egy olyan lehetdség, mellyel a RyR1 funkciojaban bekdvetkezd
eltérésekre in vitro, de mégis a lehet6 legfiziologiasabb koriilmények kozott derithetiink fényt.
A fiziologidsan megjelend elemi kalciumfelszabaduldsi események emlds vazizomban a
globalis kalcium tranzienseket okoznak. Vizsgalatuk még mindig a legjobban hasznalhato

modszer a RyR1-en keresztiili kalciumfelszabadulas tulajdonsagainak leirasara in situ.

A PI(3,5)P2 és PI(3)P fesziiltség aktivalt kalciumfelszabadulas csticsanak csokkentése mellett
azt is megfigyeltik, hogy a permeabilizalt rostokon ezen formdk a spontan
kalciumfelszabadulasi események megjelenési frekvenciajat csokkentették. A PtdIns(5)P
forma azonban intakt rostokon torténd mérések soran szintén hatasosnak bizonyult. A
kalciumfelszabadulasi események frekvencidja alapjan, a RyR1 csatorna 4ltal szabalyozott
kalciumfelszabadulasban bekovetkezd valtozdsok valdszinlileg a csatorna ritkabb
megnyilasanak kovetkezménye, nem pedig a csatorna vezetoképességének megvaltozasa all a

hattérben.

Az intakt és a permeabilizalt rostokon mért adatok kozott nem taldltunk teljes konzisztenciat.
Példaul a Ptdins(5)P-nek nem volt szignifikins hatdsa a fesziiltség-aktivalt
kalciumfelszabaduldsra, azonban az elemi kalciumfelszabaduldsi események frekvenciajat
csOkkentette. Masrészt a PtdIns(3,5)P2 az elemi kalciumfelszabadulasi eseményekre
erdteljesebben hatott, mint a Ptdins(3)P vagy a PtdIns(5)P. Eredményeink azonban jol
illeszkednek a Shen és kutatocsoportja (Shen és mtsai., 2009) altal kozolt adatokhoz.

Az eredményeinkbeni eltérések ramutatnak a RyR1 csatorna aktivitasanak és a PtdInsP
formak altali modulalasanak komplexitasara. Példaul arra, hogy nativ intakt izomrostban a
RyR1 a DHPR kontrollja alatt all, mig a permeabilizalt rostokban a RyR1 spontan aktivitasa

elemi kalciumfelszabadulasi események kialakulasaban nyilvanul meg.

Felmeriilhet az a kérdés, hogy vajon csak a RyR1 lehet a PtdInsP formék célpontja az egyedi
rostok szintjén. A DHPR célpontként valdé megjelenését a membranaramok mérése soran
készitett regisztratumok elemzése soran kizartuk. Mi tobb, a tény, hogy az elemi

kalciumfelszabadulédsi esemény feltételezések szerint a DHPR befolyasa aldél mentes RyR1
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csatornak aktivitasat mutatja, a PtdInsP esetében a DHPR nem tdlt be célpontként szolgald

szerepet.

In vitro megfigyelt PtdInsP indukalt RyR1 aktivitds (Shen és mtsai.,, 2009) valdszinileg
Osszefligg egy specifikus hatassal, amely a RyR1 nyugalmi aktivitasara hat intakt rostokban.
Erdekes médon a fesziiltség-aktivalt kalciumfelszabadulas csokkent amplitidoja ellenére a
PtdIns(3,5)P2 és PtdIns(3)P formakkal injektalt rostokban, a nyugalmi kalcium koncentracio

szintje megvaltozott.

Osszegezve tehat, habar annak a kérdésnek a megvalaszoldsa, hogy a PtdInsP-ok hogyan
hatnak a kalciumfelszabadulasra in situ, még tobb eréfeszitést igényel, de a bemutatott

eredmények fontos elsd 1épésnek tekinthetéek e kérdés megvalaszolasa felé vezetd uton.

Szintén fontos megjegyezni, hogy az adatok ravilagitanak arra a lehetdségre, hogy az MTM1
szubsztratok akkumulalodésa potencialisan csokkenti a kalciumfelszabadulést és ezaltal az EC
kapcsolat hibas miikodéséhez vezethet MTM1 hianyos kortilmények kozott (Al-Qusairi és
mtsai., 2009). A résztvevé mechanizmus(ok) és az aktualis PtdInsP cél(ok) még nem teljesen
ismert(ek) és jelenleg nincsenek ismereteink arrol, hogy a PtdInsP-ok masként viselkednének
a sejten beliil, attol fiiggden, hogy a triad régiorol, vagy mar térrészrél beszéliink. Azonban,
mint ahogy az a PtdIns(4,5)P, esetében latszik, plazmamembranban elhelyezkedd
ioncsatornak miatt , a PtdIns(3,5)P. és PtdIns(3)P valoészintileg direkt médon a RyRI1
csatornakra hatva fejtik ki hatasukat. Ezt a tényt tamasztja ald az, hogy szamos PtdInsP
kotédik a RyR1-hez (Shen és mtsai., 2009). Az is lehetséges, hogy a PtdInsP-ok mas
targeteket is elényben részesitenek vagy a RyR1 szomszédsagaban 1évé mas proteinekhez
kotddnek. SOt az is el6fordulhat, hogy szerkezeti valtozasokat okozhatnak a triad
junkcidjaban a membran gorbiiletének megvaltoztatasaval (Amoasii és mtsai., 2013), ami

ezutan felelds lehet a megfigyelt hatasokért.
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V. Osszefoglalas

A futdmalmokban végzett kisérleteink soran a kontroll C57/BL6 éallatok jobban
teljesitettek a mutans allatoknal a sebesség, és a megtett Ut szempontjabol. Az eldzetesen leirt
Cmpt allatokban megfigyelhetd alacsonyabb erd ellenére, a kalcium érzékenység-erd
Osszefliggés, melyet kémiailag nyuzott rost részeken mértiink, nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a két egértorzs kozott. Mig az egyedi, intakt, flexor digitorum brevis (FDB)
izombol szadrmazd, Fura-2 fluoreszcens kalciumérzékeny indikatorral felt6ltott rostok
nyugalmi intracellularis kalcium koncentracidja ([Ca?*]) hasonlé volt a kontrollhoz, a KCI
segitségével kivaltott kalcium tranziensek kisebbek voltak a mutans allatokban. Hasonld
eredményeket kaptunk a Rhod-2 AM festékkel toltott rostokon végzett tetanuszt imitald
stimulacido soran, ebben az esetben is kisebbek voltak a kalcium tranziensek a Cmpt
allatokban. A szarkoplazmatikus retikulumbol (SR) torténd kalciumfelszabadulas fluxusa
ezen tranzienseknek csokkent csucsértéket és csokkent nyugalmi szintet mutatott, azonban
elemi kalciumfelszabadulasi események amplituddja és az idébeli terjedése szintén kisebb
volt a mutans allatokban a kontrollhoz viszonyitva. Az eredményeink alapjan tehat azt
feltételezziik, hogy a Cmpt allatok esetében tapasztalt csokkent izomerd hatterében a csokkent
SR kalcium tartalma 4llhat.

Osszegezve a megfigyeléseinket el8szor is a myostatin génben bekdvetkezd természetes
mutacio (amit a Cmpt allatokban leirtak) megndvekedett izomtomeghez vezet, azonban a
specifikus erd csokkent. Masodszorra a kontraktilis apparatus kalcium érzékenységében a
kémiailag ,,nyuzott” rostokon, izometrikus feltételek kozott nem taldltunk kiilonbséget a két
egértorzs kozott. Harmadrészt bar a nyugalmi kalcium koncentraciora nem volt hatdssal a
mutécid, a depolarizacioval kivaltott intracellularis kalcium koncentracidban csokkenést
figyeltiink meg. Negyedrészt a spontan elemi kalciumfelszabadulasi események frekvenciaja

¢és amplituddja is alacsonyabb volt a Cmpt allatokban.
Osszegezve tehat:

e A futdbmalomban és a Grip-teszt soran a vad tipusu torzs jobban teljesitett a Cmpt
torzsnél.

e A nyugalmi membranpotenciadlban nem volt eltérés.
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e Sem a kontraktilis rendszerben, sem a kalciumérzékenységben nem taldltunk
kiilonbséget.

e A rostok nyugalmi kalciumszintje nem kiilonbozott a két térzsben, azonban
depolarizacioval kivaltott kalciumtranziensek amplitudoja kisebbnek bizonyult Cmpt
allatokban.

e A spontin elemi kalciumfelszabaduldsi események frekvencidja és amplitudoja

alacsonyabb volt a Cmpt allatokban.

Az X-kapcsolt miotubuldris miopatia egy igen sulyos izombetegség, melyet a
miotubularinért felelés génben bekdvetkezd mutacidk okoznak. A miotubularin egy PtdIns
foszfataz, melynek megvaltozott miikodése a PtdInsP csoportok szintjének ndvekedéséhez
vezethet. A vazizomban az EC-kapcsolat szdmos PtdInsP deficiens modellben véltozast
szenved és ezen modellekben leirtdk a RyR csatorndk aktivitdsanak valtozasat is. Kisérleteink
soran megmértiilk az intracelluldris kalcium tranzienseket kiilonboz6 kezeléseken atesett és
kontroll rostokon. Az egyedi, intakt izomrostokat a miotubularin foszfatdiz MTM1 PtdInsP
szubsztratjaival (PtdIns(3,5)P2 ¢és PtdIns(3)P) vagy termékeivel (PtdIns(5)P és PtdIns)
mikroinjektaltunk. Nem figyeltiink meg szignifikdns valtozast a PtdIns(5)P vagy PtdIns
jelenlétében, azonban az SR-bdl torténd kalciumfelszabadulds csucsértéke egy kb 30%-0s
csokkenést mutatott a PtdIns(3,5)P2 vagy PtdIns(3)P jelenlétében, a rostok nagyjabol 50%-
anal. A mérések sordn nem tapasztaltunk eltéréseket a membran dramok jeleiben. Ez azért
fontos, mert az aramgorbék elemzésével kovetkeztetni tudunk a DHPR vagy a
kalciumfelszabadulés inaktivaciojanak érintettségére.

A permeabilizalt izomrostokban, a spontan elemi kalciumfelszabadulasi események
frekvencidja a PtdInsP harom foszforilalt forméjanak jelenléte esetén csokkent, kiilonds
tekintettel a PtdIns(3,5)P2 jelenléte soran bekovetkezd depressziora, mivel szinte teljes
egészében megsziintek az események az ezen formaval kezelt rostok esetében, a kontroll
rostokhoz viszonyitva. Ezen eredményeink megerdsithetik az a feltételezést, miszerint az
MTMI1 szubsztratjainak patologias felhalmozodasa akutan csokkenti a rianodin receptor
medialt kalciumfelszabadulast.
Osszegezve tehat:

e PtdIns(5)P ¢és PtdIns injektalt rostok esetében nem figyeltink meg eltérést a

depolarizacioval kivaltott kalciumtranziensekben.
e PtdIns(3,5)P2 és PtdIns(3)P esetében a tranziensek csucsértéke nagyjabol 30%-0S

csokkenést mutatott.
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e A DHPR és a kalciumfelszabadulas inaktivacidja nem érintett.
e Az clemi kalciumfelszabaduldsi események megjelenési frekvenciaja csokkent a

kezelt rostok esetében, kiilondsen a PtdIns(3,5)P2 jelenlétében.
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VI. Summary

Myostatin, a member of the transforming growth factor B family was shown to be a
potent negative regulator of skeletal muscle growth, as myostatin deficient mice have a great
increase in muscle mass. Yet, the physical performance of these animals is not improved but
suppressed. As an explanation, alterations in the steps in excitation-contraction coupling were
hypothesized and tested for on mice with the 12-bp deletion in the propeptide region of the
myostatin precursor (MstnC™P-d1AbC or Cmpt). In voluntary wheel running control C57/BL6
mice performed better than the mutant animals in both maximal speed and total distance
covered. Despite the previously described lower specific force of Cmpt animals, the pCa-force
relationship, determined on chemically permeabilized fibre segments did not show any
significant difference between the two mouse strains. While resting intracellular Ca?*
concentration ([Ca*];) measured on single intact flexor digitorum brevis (FDB) muscle fibres
using Fura-2 AM was similar to control (72.0£1.7 vs. 78.1£2.9 nM, n=38 and 45), the
amplitude of KCl-evoked calcium transients was smaller (360+£49 vs. 222445 nM, n=22) in
the mutant strain. Similar results were obtained using tetanic stimulation and Rhod-2 AM
which gave calcium transients that were smaller (2.42+0.11 vs. 2.06+0.10 AF/Fo, n=14 and
13, respectively) on Cmpt mice. SR calcium release flux, calculated from these transients
showed a reduced peak (23.7+3.0 vs. 15.8+2.1 mMs?) and steady level (5.7+0.7 vs.
3.7+0.5 mMs™) with no change in the peak-to-steady ratio. The amplitude and spatial spread
of calcium release events detected on permeabilized FDB fibres were also significantly

smaller in mutant mice.

These results suggest that reduced SR calcium release underlies the reduced muscle force in

Cmpt animals.

Skeletal muscle excitation—contraction (E—C) coupling is altered in several models of
phosphatidylinositol phosphate (PtdIinsP) phosphatase deficiency and ryanodine receptor
activity measured in vitro was reported to be affected by certain PtdInsPs, thus prompting
investigation of the physiological role of PtdInsPs in E-C coupling. We measured
intracellular Ca?* transients in voltage-clamped mouse muscle fibres microinjected with a
solution containing a PtdInsP substrate (PtdIns(3,5)P2 or PtdIns(3)P) or product (PtdIns(5)P or
PtdIns) of the myotubularin phosphatase MTMZ1. No significant change was observed in the

presence of either PtdIns(5)P or PtdIns but peak SR Ca?" release was depressed by ~30%and
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50% in fibres injected with PtdIns(3,5)P> and PtdIns(3)P, respectively, with no concurrent
alteration in the membrane current signals associated with the DHPR function as well as in
the voltage dependence of Ca®" release inactivation. In permeabilized muscle fibres, the
frequency of spontaneous Ca?* release events was depressed in the presence of the three
tested phosphorylated forms of PtdInsP with PtdIns(3,5)P2 being the most effective, leading to
an almost complete disappearance of Ca2* release events. Results support the possibility that
pathological accumulation of MTML1 substrates may acutely depress ryanodine receptor-
mediated Ca?* release. Overexpression of a mCherry-tagged form of MTM1 in muscle fibres
revealed a striated pattern consistent with the triadic area. Ca®* release remained although
unaffected by MTM1 overexpression.
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X. Koszonetnyilvanitas

Itt szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik segitségemre voltak az
egyetemi doktori értekezést megalapozod kisérletek elvégzésében, és a mogotte rejld elméleti
tudasom megszerzésében.

Szeretném megkOszonni a témavezetdbmnek, Dr. Szentesi Péternek, a Ph.D-s éveim
alatti segitségét €s utmutatasait.

Koszonettel tartozom tovabba, Dr. Csernoch Laszld professzor urnak, a DE AOK
Elettani Intézet igazgatdjanak, aki az iranyitasa alatt allo intézetben lehetdvé tette és
utmutatdsaval segitette munkamat.

Koszondom a sok segitséget Dr. Dienes Beatrixnak, akit6l a munkamhoz sziikséges
elméleti és gyakorlati tudas nagy részét elsajatitottam, és akihez kérdéseimmel mindig batran
fordulhattam.

Koszonet Ori Roza asszisztensndknek, aki a kisérletek elvégzéséhez sziikséges kivalo
technikai hatteret biztositotta.

Koszonettel tartozom az Elettani Intézet valamennyi dolgozojanak a kisérletek soran
nyujtott segitségiikért, €s a barati légkorért, amiben dolgozhattam, valamint a kiilfoldi €s hazai
kollaboracios partnereinknek is az eredményes k6zos munkéért.

Ezen feliil koOszonettel tartozom csalddomnak, barataimnak a tamogatdsukért,
tirelmiikért €s toretlen bizalmukért.

A munka a kovetkezé anyagi tamogatasokkal valosulhatott meg: TAMOP-4.2.1/B-
09/1/KONV-2010-0007, TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0024, TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-
2012-0025, OTKA NN-107765
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