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Roviditések jegyzéke

7TM receptor: 7 transzmembran doménnel
rendelkez6 receptor

[Ca®'].: extracellularis kalciumkoncentracio

[Ca®'];: intracellularis kalciumkoncentracid

AM: acetoxi-metilészter

AU: arbitrary unit (6nkényes egység)

AVP: arginin-vazopresszin

BCA: bicinchoninic acid

BK: bradykinin

BSA: borjuszérum albumin

CAD: CRAC-aktivalé domén

CaM: calmodulin (kalmodulin)

CCCP: carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazone

CHAPS: 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1-propanesulfonic acid

CICR: calcium-induced calcium release (kalcium-
indukalt kalciumfelszabadulas)

CIF: Ca*" influx faktor

CMEF-PBS: Ca*"-Mg”" free phosphate-buffered
saline (Ca’"-Mg” -mentes foszfat puffer oldat)

CRAC: Ca*' release activated Ca*" channel (Ca*'-
felszabadulas altal aktivalt Ca®'-csatorna)

CRACM: CRAC modulator

CREB: cAMP response element-binding protein

CSQ: calsequestrin

CT1, CT2, CT3: cardiac triadin 1, 2, 3 (szivizom
triadin 1, 2, 3)

DAG: diacilglicerol

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole

DHPR: dihidropiridin-receptor

DMD: Duchenne muscular dystrophy (Duchenne-
féle izomdisztrofia)

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(Dulbecco altal modositott Eagle-féle médium)

DTT: dithiothreitol

ECC: excitation-contraction coupling
(elektromechanikai csatolas)

ECL: enhanced chemiluminescence (megnovelt
kemilumineszcencia)

ER: endoplazmatikus retikulum

ERK1/2: extracellular signal-regulated kinase 1 and
2 (extracellularis szignal szabalyozta kindz 1 és
2)

FBS: foetalis borjuszérum

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

G-protein: guanin nukleotid kdto protein

GAPDH: gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz

GDP: guanozin-difoszfat

GTP: guanozin-trifoszfat

HRP: horse-radish peroxidase (tormaperoxidaz)

HS: horse serum (l16szérum)

IP;: inozitol 1,4,5-triszfoszfat

IP;R: inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptor

IP;R-I/II/IIT: inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptor
L/IL/III. altipusa

KO egér: knockout egér

MARCKS: myristoylated alanine-rich C-kinase
substrate

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid

NFAT: nuclear factor of activated T-cells (aktivalt
T-sejtek nuklearis faktora)

NTY: normal Tyrode-oldat

OAG: 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol

PBS: phosphate-buffered saline (foszfat puffer-
oldat)

PCR: polymerase chain reaction (polimeraz
lancreakcio)

PIP,: phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate
(foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat)

PKC: proteinkinaz C

PLC: phospholipase C (foszfolipaz C)

PMCA: plazmamembran Ca**-ATPéz

PTI: Photon Technology International

PV, a Caz+—pumpa maximalis
transzportkapacitasa

RCAN: regulator of calcineurin (a kalcineurin
szabalyozofehérjéje)

ROI: region of interest (relevans tartomany)

RT-PCR: reverz transzkripcids polimeraz
lancreakcid

RyR: ryanodine receptor (rianodinreceptor)

RyR1: ryanodine receptor typel (rianodinreceptor
1. altipusa)

SCID: severe combined immunodeficiency (sulyos
kombinalt immunhiany)

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis (Na'-
dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis)

SE: standard error (standard hiba)

SERCA: szarko- endoplazmatikus retikulum Ca*'-
ATPaz

siRNS: kis interferald6 RNS

SOAR: STIM1 Orai-aktivalo régioja

SOCE: store-operated calcium-entry (raktar altal
vezérelt kalciumbelépés)

SOC: store-operated channel (raktar altal vezérelt
csatorna)

SR: szarkoplazmatikus retikulum

STIMI: stromal interaction molecule 1 (sztromalis
kdlcsonhaté molekula 1. altipusa)

TG: thapsigargin

TM: transzmembran

Trisk 32: triadin skeletal 32 kDa (triadin
vazizomfehérje 32 kDa-os izoformaja)

TRP: tranziens receptorpotencial

TRPC: transient receptor potential canonical
(kanonikus tranziens receptorpotencial csatorna)

TRPCI1: transient receptor potential canonical type
1 (kanonikus tranziens receptorpotencial
csatorna 1. altipusa)

XesC: Xestospongin C



YM-58483: 4-methyl-40-[3,5-bis(trifluoromethyl)- carboxanilide
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Bevezetés

Irodalmi hattér
A vazizom felépitese és élettana

Gerincesekben a vdzizom a csontok egymashoz képest torténd elmozditasara szolgal,
felnott emberben a testtomeg kb. 40-45%-at teszi ki. Az egyedfejlodés soran a kezdetben
kiilonalld izomsejtek (myoblastok) tobbmagvia izomcsovekké (myotubulusokkd), majd
hosszu, henger alakt, nem elagazé oridssejtekké, izomrostokkd fuzionalnak, melyek atmérdje
10-100 pm, hossza akar 30-40 cm is lehet. Az izomrostok sejtmembréanjat szarkolemmanak,
citoplazmajat szarkoplazmanak nevezziik. Az intracelluldris térben taldlhatok az izom-
Osszehtizodasban  résztvevé  kontraktilis  elemek, a  myofibrillumok, melyek
myofilamentumokbdl allnak: a foként miozint tartalmazéd vastag filamentumokbol, és az
aktint és szabalyoz6 fehérjéket (tropomiozin, troponin) tartalmazé vékony filamentumokbol
(Fony6 1999, Davies & Novak 2006, Réhlich 2006).

A vazizomrostok jellemzd sajatossdga a harantcsikolat, ami a rostok hossztengelye
mentén szabalyosan valtakoz6 soOtétebb, vastag ¢és vékony filamentumokat egyarant
tartalmazé (anizotrop, A-csik), és vildgosabb, csak vékony filamentumokat tartalmazo
(izotrop, I-csik) szakaszok valtakozasabol ered (1. abra). Az A-csik kdzepén van a keskeny,
vildgosabb H-zona, a kdzepén az M-zdénaval (itt a vastag filamentumok kozott fehérjékbol
allo, halozatos Osszekottetés alakul ki). Az I-csikok kozepén talalhatdé a Z-lemez, mely
vazként szolgal, hozza kapcsoldodnak a vékony aktin filamentumok. A két Z-lemez kozotti
részt nevezziik szarkomernek. Izom-0sszehuzddaskor az I-csik vékony filamentumai
becsusznak az A-csik vastag filamentumai koz¢é, igy a szarkomer megrovidil. Ezt a
folyamatot csuszéfilamentum-mechanizmusnak nevezziik, melynek molekularis alapjat az
képezi, hogy a miozin feji régidja hozzadkotddik az aktin filamentumhoz (kereszthidakat
képez), konformacidvaltozas kovetkeztében begorbiil, ezzel az aktin filamentumot kissé
munkdhoz energia szilikséges, amelyet a miozin ATP-bontasbdl nyer. Az elcsuszas
kovetkeztében a két filamentum egylittes hossza megrovidiil (Cooke 1997, Fony6 1999,
Davies & Novak 2006).
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1. abra. A vazizom felépitése. A képen egy harantcsikolt izomrost vazlatos rajza lathato a fontosabb
sejtalkotokkal, a myofilamentumokkal, és a harantcsikolat magyarazataval. (Davies & Novak 2006 alapjan)

A myofilamentumokat a szarkoplazmatikus retikulum (SR) membranrendszere veszi
koriil, melynek a hosszanti elhelyezkedésii csovei az L-tubulusok, az A és I-csik hataranal
talalhat6, kiszélesedd végei a termindlis ciszterndk. A terminalis ciszternak kozott a felszini
membran a myofibrillumokra merdlegesen, mélyen betiiremkedik az izomrost belsejébe,
ezeket nevezziik transzverzalis tubulusoknak (T-tubulusok). A T-tubulus, és a hozza két
oldalrél csatlakozo terminalis ciszterndk alkotjadk a tridadot (Fonyd 1999, Roéhlich 2006,
Sorrentino 2011).

A triadban torténik meg az elektromechanikai csatolds (ECC), melynek soran a
motoneuronrdl érkezd akcios potencidl a szarkolemman végigterjedve bejut a T-tubulusokba,
itt aktivalja a vazizom fesziiltségérzékeléit, az L-tipusa Ca*'-csatornakat vagy dihidropiridin-
receptorokat (DHPR), melyek a konformaciojuk megvaltozasaval eldidézik az SR terminalis
ciszternajaban talalhaté Ca*"-csatornék, a rianodinreceptorok (RyR) megnyilasat, és az SR-
ben tarolt Ca*" felszabadulasat (pl. Schneider 1994, Franzini-Armstrong & Protasi 1997). A
felszabadulo Ca®" Gjabb RyR-okat nyithat meg (Ca*"-indukalt Ca®'-felszabadulas — CICR
segitségével), ami tovabb fokozza az [Ca’’]; ndvekedését. A kidramlé Ca’" a vékony
filamentum felszinén taldlhatd szabalyoz6 fehérjéhez, a troponin-C-hez kotddik, ami a
tropomiozin elmozduldsat és ezzel az aktin és a miozinfej kotddését idézi eld, mialtal beindul

az aktin és miozin egymashoz viszonyitott elcsuszasa, és bekovetkezik a vazizom



kontrakcidja. A nyugalmi intracellularis Ca**-szintet ezutan az SR Ca®"-pumpaja (SERCA)

allitja vissza (Fony6 1999, Endo 2006, Réhlich 2006).

A Ca’*-homeosztdzis, és jelentésége a sejtekben

Gerinces ¢él6lényekben a legnagyobb mennyiségben eléforduld kation a Ca®*
(emberben 20-30 g/kg), melynek legnagyobb része a csontokban raktarozédik hidroxiapatit
formaban megkdtve. A Ca®" a tSbbi sejtben is nagyrészt fehérjékhez vagy membranhoz kotott
formaban talalhatdo meg, csak egy kis része van szabad ionos forméaban (Pozzan et al. 1994,
Szabo 2004). Az extracellularis tér szabad Ca®"-koncentracidja ([Ca®]) 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 taldlhato Ca**-koncentracional.
Az alacsony [Ca’’] energetikailag kedvez6vé teszi az ion masodlagos hirvivéként vald
felhasznalasat: viszonylag kis mennyiségli ion energiaigényes mozgatisa nagy [Ca’']
valtozasokat eredményez. Az intracellularis Ca’"-koncentrécio ([Ca®]) megvaltozasa kritikus
fontossaggal bir szdmos sejtfolyamat irdnyitdsdban, mint példaul a sejtmozgas, sejtosztddas,
differencialodas, kontrakcid, szekrécid, apoptdzis, szenzoros érzékelés és a neuronalis
jelatvitel (Berridge 1993, Yoshida & Imai 1997, Vermassen et al. 2004). Az extracellularis
Ca’" belépése és az endoplazmatikus retikulumban (ER) tarolt Ca®* felszabadulasa véltozatos
és komplex Ca*'-jelek kialakulasat teszik lehet6vé, amelyek nélkiilozhetetlenck az elobb
felsorolt folyamatok specifikus szabalyozasahoz.

Az [Ca’]; szabalyozaséhoz és alacsonyan tartdsidhoz ezért nagyon hatékony
rendszerek sziikségesek (2. dbra). A plazmamembran Ca’"-ATPaz (PMCA) szinte minden
szovettipusban megtalalhatd, nagy affinitasu (miikodési tartoméanya a normal [Ca®'];
tartomanyban van) és kis kapacitasa (az [Ca®')i-ban bekovetkezé kis valtozasok finom
szabalyozésara alkalmas) ionpumpa, ami az [Ca®]; csokkenését okozza. A Na/Ca® -antiport
ideg- ¢és szivizomsejtekben taldlhatd, kis affinitdsi (a normal [Ca®™]; tobbszorosénél
aktivalodik) és nagy kapacitas (nagy mennyiségii Ca®" eltavolitisara alkalmas) transzporter.
A Ca’" az extracellulris térbél, kiilonbdzé ioncsatornakon keresztiil, a koncentracidgradienst
kihasznalva, szabdlyozottan juthat be a sejtbe. Ezek a csatorndk lehetnek fesziiltség-
vezéreltek, vagy ligandok és masodlagos hirvivok altal vezéreltek. A sejten beliil a Ca*" az
ER Ca*'-raktaraiban talalhato meg a legnagyobb koncentracioban. E raktarak Ca*'-felvételét a
szarko- endoplazmatikus retikulum Ca®"-ATPaz (SERCA) biztositja, amely a nagy affinitésu,
nagy kapacitast transzporterekhez tartozik. A SERCA pumpak jelentdsége olyan nagy, hogy
vazizomban az SR membranfehérjéinek tobb mint 90%-at 8k alkotjak. Az ER-bSl a Ca®'-



felszabadulas az inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptoron (IPsR) és a rianodinreceptoron (RyR)
keresztiil torténhet. Az ER-en kiviil a mitokondriumok is jelentds, nagy kapacitdsu, de csekély

affinitasa Ca®"-raktarak (Berridge et al. 2003, Szabd 2004).
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2. abra. A sejtek Ca’*-homeosztizisiban részt vevé fébb transzportmechanizmusok. Az [Ca®'];
megnovelése az extracellularis térbdl kiilonbozé Ca’'-csatornakon keresztiil, vagy az SR/ER-bé] térténé Ca®'-
felszabaduldssal valosulhat meg. A Ca®" eltavolitasaért a SERCA, a Na'/Ca®"-cseréld, és a plazmamembran
Ca’"-ATPaz felelds (Szabé 2004). A roviditések magyardzata: CR: kalretikulin, CSQ: calsequestrin, SR/ER:
szarko-/endoplazmatikus retikulum, SERCA: szarko- endoplazmatikus retikulum Ca*"-ATPaz.

A sejtek Ca’*-raktdra, az endoplazmatikus / szarkoplazmatikus retikulum (ER/SR)

A legtobb eukariota sejt egy Osszefiiggd, lipid kettds réteggel hatarolt, elsésorban
lapos ciszternakbol all6 membranrendszert tartalmaz, melyet endoplazmatikus retikulumnak
(ER) neveziink. Az ER membranja folytonos a magmembran kiils6 lemezével, ezért a
magmembran két rétege kozotti tér €s az ER lumene egy 0sszefliggd tliregrendszert alkot. Az
ER-nek két f6 tipusat kiilonbdztetik meg, a durva felszinli ER-t (DER), és a sima felszinii ER-
t (SER). A durva ER a felszinén taldlhaté nagyszami riboszomarol kapta a nevét, és a
fehérjék szintézisében és poszttranszlaciés modositasaban vesz részt. A sima ER részt vesz a
detoxifikacioban, a lipidszintézisben és a Ca’’-raktarozasban. A Ca’'-raktarozasra
specializalédott sima ER-t a vézizom esetében szarkoplazmatikus retikulumnak (SR)

nevezziik (Szab6 2004, Sorrentino 2011).



Az ER/SR lumenében talalhaté Ca®" egy része szabad marad, tobbsége azonban Ca®'-
ot raktaroz6 fehérjékhez kotddik. Ezek koziil a legfontosabbak a calsequestrin (CSQ) és a
kalretikulin, melyek nagyszami, csekély affinitdsi, nem specifikus Ca>"-kotd hellyel
rendelkeznek (20-50 Ca**/molekula, K¢=1-4 mM). A CSQ szinte kizarolag izomsejtekben
talalhaté meg, mig a kalretikulin minden sejttipusban eléfordul. A f6 feladatuk a Ca®'-
raktarakban a Ca'-tarolas biztositasa, és az ER/SR lumenében a [Ca’’] véltozasok
pufferolasa. Az ER-ben a teljes [Ca®] kb. 10 mM, amibél a szabad (ionizalt) [Ca®'] néhéany
mM-t tesz ki. Ezt tartjak alland6 értéken a Ca*"-kot6 fehérjék. A stabil luminalis [Ca*"] az ER
egyéb funkcioiban is fontos szerepet jatszik, pl. szamos fehérje harmadlagos struktarajanak
fenntartasaban (Szabo 2004, Royer & Rios 2009). Az SR felszinén nem csak Ca®'-csatornak,
hanem nagy permeabilitasi K és CI csatornak is talalhatok, amelyek a Ca**-felszabadulas és
-visszavétel soran létrejovo fesziiltségkiilonbségeket ki tudjak egyenliteni a rajtuk keresztiil
mozgd ionok kompenzalé mozgasaval. gy az SR membranon keresztiili Ca*-mozgas nem

general membranpotencial-valtozasokat (Fonyd 1999).

Az inozitol triszfoszfat (IP3) utvonal

A sejtek miikddésében fontos szerepe van az ER-bél torténd Ca” -felszabadulasnak,
ami a legtobb sejttipus esetében az IP;R-on keresztiil valosul meg. Az IP;R miikodésével és
az aktivaciojaban részt vevd jelatviteli titvonalakkal szamos cikk foglalkozik (0sszefoglalok
pl. Yoshida & Imai 1997, Vermassen et al. 2004, Foskett et al. 2007). A sejtet érd stimulusok
—mint példaul neurotranszmitterek, hormonok, ¢és novekedési faktorok — kiilonféle, a
plazmamembranban taldlhatdé, 7 transzmembrin doménnel rendelkezd (7TM), guanin
nukleotid kotd proteinhez (G-protein) kotott, illetve tirozinkindz aktivitassal rendelkezd
receptorokat aktivalhatnak, melyek ezutan a foszfolipaz C (PLC) enzimet aktivaljak. A PLC a
plazmamembrant alkot6 foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfatot (PIP,) hidrolizalja, aminek
kovetkeztében inozitol 1,4,5-triszfoszfat (IP3) és diacilglicerol (DAG) keletkezik (Yoshida &
Imai 1997). Az IP; — egy kis, vizben jol 0ldodo, a citoszolban konnyen diffundalé molekula —
masodlagos hirvivoként fontos szerepet jatszik az IP; receptor megnyitasan keresztiil az
intracellularis raktarakbol torténé Ca’’-felszabaditisban (Berridge & Irvine 1984) (3. abra),
mig a DAG a membranhoz kdtve marad ¢és a proteinkindz C-t (PKC) aktivalja.

Az IPsR megnyilasara bekdvetkezé [Ca’']; ndvekedés kétfazisa folyamat (Berridge &
Irvine 1984, Putney 1986). Az ER Ca*'-raktaranak kiiriilése beindit egy olyan jelatviteli
Gtvonalat, amely a Ca’" plazmamembranon keresztiili belépéséért, igy tobbek kozott a

raktarak jratoltéséért felelds. A folyamatnak ezt a masodik felét kapacitativ, vagy raktar altal
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vezérelt Ca*"-belépésnek (SOCE) nevezziik (Parekh & Putney 2005, Bird et al. 2008). A
SOCE mechanizmusrél és a benne résztvevd fehérjékrdl a Bevezetés késobbi alfejezeteiben

talalhatd tovabbi informacio.

3. abra. Az IP; titvonal egyik lehetséges valtozata. Miutan egy ligand a sejtfelszini receptorahoz kotddott, egy
G-proteinen keresztiil aktivalja a PLC-t. A PLC a plazmamembranban talalhaté PIP,-t [P;-ma konvertalja, ami
az IP;R-on keresztiil az ER/SR Ca'-raktarabol Ca®'-felszabadulast valt ki. A raktar ujratoltése a SOCE
mechanizmussal valosul meg, a STIM1, Orail, és TRPC1 molekulak segitségével. (A roviditések magyarazata a
szovegben.)

Két olyan fontosabb jelatviteli titvonal van, ami a PLC-t aktivalhatja. Az egyik ezek
koziil a tirozinkinaz aktivitdsu receptorok, a masik a 7 transzmembran doménnel rendelkezd,
G-proteinhez kotott receptorok (pl. B1, B2 bradykinin, V1a, V1b vazopresszin, H1 hisztamin
receptorok, stb.) kozremiikddésével valosul meg. Ez utdbbi receptorok G-proteinek
segitségével PLCP izoformékat aktivalnak (Yoshida & Imai 1997). A G-proteinek harom
polipeptidbdl épiilnek fel: egy a alegységbdl mely koti és hidrolizalja a guanozin-trifoszfatot
(GTP), valamint egy P és egy 7 alegységbdl, melyek dimert képeznek és csak akkor
disszocidlnak le egymasrdl, ha a fehérje denaturdlodik (ezéltal funkciondlis monomert
alkotnak). Inaktiv allapotban az o a Py alegységgel asszocialédva heterotrimert képez,
guanozin-difoszfatot (GDP) két, és a 7TM receptorhoz kapcsolodik. Ha a receptor aktivalodik
¢és megvaltozik a konforméacioja, a GDP-t kotd a alegység konforméciodja is megvaltozik, igy
csokken az affinitdsa a GDP irant, a GDP ledisszocial, helyette GTP kotddik be. Ekkor az o
alegység aktivalodik, és ledisszocidl a receptorrol és a Py alegységrol. A szabad o és Py
alegységek kiilonb6zd PLCP izoenzimeket aktivalnak, de ekdzben az o alegység a sajat
GTPaz aktivitasaval a kotott GTP-t GDP-vé hidrolizdlja. Ennek hatisdra az o és Py
alegységek Ujra asszocialddnak, inaktivalodnak, és visszakdtddnek a receptorukhoz, lehetévé

téve a receptor ujabb aktivalodasat (4. abra) (Neer 1995).
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4. abra. A G-proteinek aktivaciés ciklusa. (1) a receptor, és a hozza kapcsolodé G-protein inaktivalt
allapotban vannak, a G, alegység GDP-t kot. (2) A receptorhoz kotddik a ligandja, ezaltal megvaltozik a
konformacidja. (3-4) Az a alegység konformacioja is megvaltozik, igy GDP helyett GTP-t fog kotni. (5) Az a
alegység ledisszocidl a receptorrol és a Py alegységrél, aktivalja a PLC-t. (6) Az a alegység GDP-vé¢ hidrolizalja
a GTP-t, igy Gjra bekotddik a receptorhoz. (forras: S. Jahnichen, Wikipedia)

Az IP; utvonal jelentosége a vazizomban

Az IP; utvonal a vazizom Ca”'-homeosztazisanak szabalyozasaban is jelentés szerepet
t5lt be (Powell et al. 2001). Vazizom esetén, ha Ca®'-jelekrél van szo, el6szor altalaban az
elektromechanikai csatolasra (ECC) és a DHPR-ok és a RyR-ok szerepére gondolunk, ami
létfontossagti az izomkontrakcid kivaltasdban. A  vazizom-differencidlodas kezdeti
stadiumaban (myoblastok) azonban az ECC-hez sziikséges Osszetett struktira még nem alakul
ki, helyette az IP;R-ok toltenek be jelentdsebb szerepet az ER-b8l torténs Ca®'-
felszabaditasban (pl. De Smedt et al. 1991). Ugyanakkor a Ca”" a kontrakcié mellett mas
életfolyamatokat is szabalyoz, igy valoszinii, hogy e Ca’’-jelek kinetikaja, sejten beliili
lokalizacidja, és az Oket 1étrehozd csatorndk tipusa is kiillonbozik az ECC-ben résztvevoktol.
Vézizomban az IP; utvonal Osszes fontos résztvevdjét kimutattdk: a foszfatidilinozitol-4-
kinazt, a foszfatidilinozitol-4-foszfat-5-kinazt, a PLC-t, az inozitolfoszfat foszfatazokat, az IP;
kinazt, a G-proteineket, valamint az [P;R-t. Azt is megfigyelték, hogy a T-tubulusrendszer
depolarizacioja — feln6tt izomrostban is — a PLC aktivalodasan keresztiil IP; felszabadulashoz
vezethet (Jaimovich et al. 2000, Billups et al. 2006), ami az IP;R-on keresztiili Ca*'-
felszabadulast aktivalja. Ezt bizonyitja a sejtek depolarizacidja altal kivaltott gyors Ca*'-

tranziens utan megfigyelhetd lassabb tranziens jelenléte, melynek jol elkiiloniilé sejtmagi
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komponense is van. Vazizomban az IP;R a magmembran kozelében is elhelyezkedhet, ami a
génatird folyamatokban jatszott szerepére utalhat. Ezek az extracelluléris szignél-szabalyozta
kinaz (ERK1/2) és a ,,cAMP response element binding protein” (CREB) transzkripcios faktor
foszforilacidjanak megvaltozasaval mennek végbe (Powell et al. 2001).

Az izom-differenciadlodas soran az IP; utvonal jelentdésége a RyR jelentéségéhez
képest egyre csokken. Ezt azzal bizonyitottdk, hogy a differencialoédas elérehaladtaval az IP;R
altal felszabadithato Ca®*, és a hisztaminra reagalé sejtek szama csokken, ezzel szemben a
RyR-on keresztiil felszabadithato Ca>", és a RyR agonista koffeinre reagal6 sejtek aranya né
(De Smedt et al. 1991). Azt is kimutattdk, hogy a differencidltabb sejtekben az IPs- és
koffeinérzékeny Ca®"-raktarak nem, vagy csak részben fednek 4t (Stiber et al. 2005).

A dolgozatban ismertetett kisérletekben az IP; Gtvonalat a B2 bradykinin receptorokon
¢s a V1 vazopresszin receptorokon keresztiil aktivaltuk. A bradykinin egy nonapeptid, amely
szamos biologiai folyamatban részt vesz: vazodilatacioban, a kapillaris-permeabilitas
novelésében, simaizom relaxacioban/kontrakcioban, gyulladasos folyamatokban, és a
gliikbzmetabolizmus szabélyozasaban. A szdvetekben fiziologidsan megtaldlhatd bradykinin
koncentracié 0,2-3,5x10"° mol/l kozé teheté. Funkcionalis mérések bizonyitjak, hogy
bradykinin adagolasakor vazizomban is megné az [Ca*'];, amely a receptorok jelenlétére és
muikodoképességére utal. A B2 bradykinin receptorok jelenlétét kimutattak tengerimalac és
kutya izompreparatumokbol, patkdny hatsé végtagjabol izolalt harantcsikolt izom sejtekbdl,
L6 és L8 patkdny myoblastokbol (Figueroa et al. 1996, Rabito et al. 1996, Miyata et al. 1998).

Az arginin-vazopresszin (AVP) egy nonapeptid, mely hatékony vazokonstriktor,
antidiuretikus hormon ¢és neurotranszmitter. A sejtekben kétféle receptoron hathat. A V1
receptor az IP; utvonalat aktivalja, mig a V2 receptor az adenilatciklaz tutvonallal van
kapcsolatban. Simaizomban, ¢és vese glomerularis mezangialis sejtekben az AVP proliferaciot,
sejt kontrakciot, és prosztaglandin 12 szintézist indukal. Vazizomban részt vesz a szénhidrat
metabolizmusban, valamint a pH szabalyozéasaban, és a vazizom differencialodésban is. Az
elterjedtebb vazizom sejtvonalak egy része nem rendelkezik miikodéképes V1 receptorokkal
(pl. C2C12, L6.H2), mig mas résziik igen (pl. L6, L6.A4, L6.C5, L5, stb.) (Teti et al. 1993,
Naro et al. 1997).

Az IP;R strukturdja, szabalyozasa és elofordulasa

Az IP; receptorok 220-260 kDa-os molekulatomegli glikozilalt proteinek. Legalabb
haromféle altipusuk létezik emldsokben, valamint talaltak egy IV. és egy V. tipust IP;R-t is,
melyek nagymértékben homologok a II. altipussal. Az IPsR kb. 2700 aminosavbol all, a
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harom fobb altipus szekvencidja erésen konzervalt, azonossaguk 60% feletti. (Blondel et al.
1993, Yoshida & Imai 1997). Az IPsR szerkezete nagyban hasonlit a masik {6 intracelluléris
Ca*'-felszabaditasért felelés csatorna, a RyR szerkezetére (Berridge 1993, Szabo 2004).
Ugyan a RyR kb. kétszer olyan nagy, mégis a szekvenciajuk C-terminalis részén szignifikans
homologia figyelheté meg, és az altalanos szerkezetiik is igen hasonlo. Nagyméreta
alegységekbdl felépiild tetramer molekuldk, az ER/SR membranjaba horgonyzott C-
terminussal és a citoplazmaba karfiolszerlien kitiiremkedd N-terminussal. A receptorok
homoldg, membranba agyazott része a Ca’'-csatorna-funkcioért, a citoszolba betiiremkedd
ligandkotd €s coupling domén pedig az aktivaciot biztositd szignal felvételéért és a
csatornakapuzasért felelés. Az IP;R tetramerként képez funkcionalis Ca’'-csatornat. A
sejtekben jelenlévd tobbféle altipus miatt nem csak homotetramer, hanem heterotetramer
formaban is eléfordul. Mivel a kiilonboz6 altipusok kiillonboznek a szabalyozhatosagukban és
a csatornafunkcidjukban, a heterotetramereknek is nagy a funkcidbeli diverzitasa (Yoshida &
Imai 1997).

A coupling domén az IP; kétés jelét vezeti 4t a Ca**-csatorna doménre, és a csatornat
szabalyozd szignalok célpontjaul is szolgal. Sokféle szabalyozomolekula kdotohelye
megtallhaté rajta, ilyenek pl. az ATP, a Ca®’, és a kalmodulin (CaM). Ezen feliil szamos
proteinkindz is foszforilalhatja, pl. a PKA, a PKG, a PKC, és a Ca’"/kalmodulin-fliggé
proteinkindz II (CaMKII). Ez mind arra utal, hogy az IP;R-ok megnyildsa igen komplex
modon szabalyozott folyamat. A harom IP;R altipus kdzott a coupling domén homoldgidja a
legkisebb, emiatt a kiillonbozo altipusok eltérden szabalyozhatok. Az FK506-kotd fehérje 12
(FKBP12) kozvetleniil kapcsolddik mind az IP;R-hoz, mind a RyR-hoz, és a levalasa serkenti
a receptor miikddését. A kalcineurin —egy Ca* -fliggd proteinfoszfatdz —, az FKBP12-n
keresztiil kotddik az IP;R-hoz, és a receptor foszforilacids allapotanak szabalyozasédban vehet
részt (Yoshida & Imai 1997). Az IP;R az ankyrin nevili adapter fehérjén és a 4.1 proteineken
keresztiil az aktin citoszkeletonhoz is kapcsolodik, melynek az IPs-fiiggh Ca’’-raktarak
rogzitésében, és atrendezddésében lehet szerepe. Az IPsR kozvetleniil és a homer nevii
horgonyz6 fehérjén keresztiil is kapcsolddik a kanonikus tranziens receptorpotencial 1
(TRPC1) csatornakhoz, ezaltal koze lehet a SOCE mechanizmushoz is (Vermassen et al.
2004).

Az IPsR harom altipusa kiilonbozik a szoveti eléforduldsuk alapjan. Az IP;R-I a
leggyakoribb, altaldnosan elterjedt altipus, ami az egész agyban el6fordul, nagy szdmban van
jelen a simaizomban, és viszonylag kisebb mennyiségben a tobbi szovettipusban. Az IP;R-II

¢s az IP;R-III elterjedése korlatozottabb, és altalaban az IP;R-I-nél kisebb mennyiségben
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fordulnak el6. Az IP;R-II aranylag magasabb szinten expresszalddik a majban, pankreaszban,
tiildében, herékben, 1épben, és sokkal kevesebb van beldle az agyban. Az IP;R-III aranylag
magasabb szinten expresszalodik a pankredszban, bélben, tiidoben, vesében és az agyban.
Altalaban mindharom altipus eléfordul — eredettd] fiiggetleniil — a sejtvonalakban, bar minden
sejtvonalnak megvan a sajat, jellemzd expressziés mintdzata (Yoshida & Imai 1997,
Vermassen et al. 2004). Véazizomban mindharom tipusu IP;R kimutathatd, melyek koziil az
IP;R-II a legjelentésebb. C2C12 myoblastokban és izomcsdvekben az IP;R-1II a leggyakoribb
altipus (De Smedt et al. 1997).

A sejten belill az IPsR az ER-en kiviil més intracellularis organellumokban is
megtalalhato, pl. a Golgi-apparatusban, a szekrécids vezikulumokban és a magmembranban.
Az IP;R-ok elrendezddése azonban nem statikus, szdmos sejttipusban megfigyelték az IP;R
és/vagy az IPs-érzékeny Ca’'-raktirak atrendezOdését. Ez leginkabb a sejtek érési és
differencialodasi folyamatai soran, vagy agonistak altali stimulacié hatdsara kovetkezik be.
Tobbféle sejttipusban megfigyelték, hogy az IPsR-ok a magkoriili régiobol kiindulva a teljes
citoplazmaban szétterjedtek, példaul hosszii tavli vazopresszin kezelés, a SERCA gatld
thapsigargin, illetve a PKC és TRPC agonista OAG (1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol) hatdsara
(Vermassen et al. 2004).

Az IP;R-I egyetlen ismert fizioldgids aktivatora az IPs, 0,2 uM-os ECsy értékkel. A
csatorna maximalis aktivaciojadhoz 1 uM IP; sziikséges. Az IP; az IPs;R N-terminalis
ligandk6té doménjének egyetlen kotéhelyére tud bekotédni. gy egy tetramer formaban 1étezd
receptor dsszesen 4 db IP; molekulat kothet. Az IP; kotés nem kooperativ, a Hill-koefficiense
1 korili. A kotés erdsen specifikus a D-myo-inozitol 1,4,5-triszfoszfatra, és az affinitasa is
nagy (a Ky értéke 2-100 nM kozotti). A heparin az IP;R hatékony kompetitiv antagonistaja, de
—mivel az IP; képzO6dését is gatolja, és a RyR-t is aktivalja— intakt sejteken kevéssé
hasznalhato a receptor vizsgalatara. Az ausztrdl Xestospongia szivacsbol nyerhetd
Xestospongin C szintén hatékony, membranpermeabilis, de nem teljesen szelektiv IP3;R
gatloszer, mivel a SERCA-t is gatolja. A gatlas mértéke nem fiigg az IP; és a Ca®’
koncentraciojatol (De Smet et al. 1999, Oka et al. 2002). Az Adenophostin A és B hatékony, a
metabolizmusnak ellendlld IP;R agonistak, amelyek strukturdlisan kiilonboznek az IP;-tol,
mégis 10-100-szor erdteljesebben aktivaljak az IP;R-t, és a hatasuk gatolhatd heparinnal
(Yoshida & Imai 1997). Az IP;R masik, elterjedten hasznalt agonistdja a thimerosal, mely a
receptor IP; iranti affinitasat, a csatorna konduktanciajat és atlagos nyitvatartasi idejét noveli.

Azonban irodalmi adatok alapjan az IP;R Ill-as altipusara nem hat (Bultynck et al. 2004).
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Amikor az IP;R megnyilik, mind a négy alkalifoldfém kationt at tudja engedni, a
kovetkezé sorrendben csokkené konduktanciaval: Ba®">Sr*>Ca’>Mg>". A csatorna a
kétértékii kationokra szelektiv az egyértékiiekkel szemben, de a szelektivitdsa joval kisebb,
mint pl. a plazmamembran L-tipusa Ca®"-csatornajaé. Ezek alapjan az IPsR nem specifikus
kationcsatornanak tekinthetd, amely a Ca*"-ra és a monovalens kationokra is permeébilis
(Bezprozvanny & Ehrlich 1994, Yoshida & Imai 1997). A receptor Na'- és K'-
konduktancigja hasonlé nagysagu, nagyobb, mint a Ba*"-konduktanci4ja (Stehno-Bittel et al.
1995). Fiziologias koriilmények kozott az IPsR-on keresztiil folyd egyedi Ca**-aram 0,5 pA-re
tehetd, a nyitvatartasi ideje 3,7 ms. A csatorna minden megnyilasakor kb. 5400 Ca®"-iont
szabadit fel, ami kb. huszadannyi, mint amennyi a RyR-on keresztiill szabadul fel
(Bezprozvanny & Ehrlich 1994). Az [Ca®"]; kétfazistian, haranggorbe-szeriien szabalyozza a
receptor miikddését. A kezdeti Ca*'-felszabadulds pozitiv visszacsatolassal fokozza a Ca®'
kiaramlasat a raktarbol (IPs-fiiggé CICR). A legnagyobb Ca”’-felszabadulas 300 nM [Ca*']-
nal torténik, ugyanakkor megallapitottak azt is, hogy az ennél magasabbra emelkedd [Ca®'];
mar negativ visszacsatoldssal, az IP;-kotés mértékének csokkentésével gatolja az IP;R
megnyilasat (Yoshida & Imai 1997, Szabo 2004). A Ca’" —az IP;R coupling doménjén
talalhatd Ca**-ko6t6 helyen keresztiil — kozvetleniil a receptorra hat, igy mind az aktivalo, mind
a gatlé hatdsa nagyon gyors. Sok sejt az IP; itvonal aktivalodasara ismétléds Ca”'-tiiskékkel
(Ca*"-oszcillacio), vagy a sejt citoplazmajan tovaterjedé Ca’'-hullamokkal vélaszol. E
jelenségek kialakulasdhoz fontos az IP;R haranggorbeszerli Ca*'-fiiggése (Yoshida & Imai

1997).

A triadin izomfehérjék

A RyR a triddban tobb kiilonboz6 fehérjével is kolcsonhatasban all, tobbek kozott a
calsequestrinnel, a junctate-tal, a junctinnal, a JP45-tel, a mitsuguminokkal és a triadinnal
(0sszefoglalo pl. Treves et al. 2009). Az SR membranfehérjék e csoportjabol eldszor a triadint
fedezték fel 1990-ben. FElséként nyul véazizom triadjabol mutattdk ki, 95 kDa-os
molekulastlyu glikoproteinként (Brandt et al. 1990, Kim et al. 1990). 1994-ben szivizomban
is igazoltak a jelenlétét (Peng et al. 1994). Alternativ splicinggal tobbféle molekulastulyu
izoforméja johet 1étre mindkét izomtipusban (Guo et al. 1996, Marty et al. 2000, Hong et al.
2001, Vassilopoulos et al. 2005), ugyanakkor mas szovettipusban eddig nem talaltak meg. A
vazizom triadinoknak (Trisk) eddig négy izoformajat klénoztak patkanybdl, mig a szivizom
triadinnak (CT) hdrom véltozata ismert nyulbol, és ezeken kiviil még egy, egérbol. Minden

izoforma azonos, rovid citoplazmatikus N-terminalis szegmentummal, transzmembran o-
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hélixszel, és valtozatos hosszusagu, egyedi luminalis C-termindlis résszel rendelkezik (Marty
2004, Vassilopoulos et al. 2005). A triadinrol eldszor azt feltételezték, hogy a DHPR RyR-ral
vald Osszekotéséért, ezaltal az ECC-ért felelés. Manapsag azonban mar tudjuk réla, hogy a
Ca*'-felszabadulas szabalyozasaban vesz részt vazizomban és szivizomban egyarant (Marty et
al. 2009).

A ragcsald vazizomban megtaldlhaté triadinokat a molekulasulyuk alapjan nevezték el
(5. abra). A Trisk 95 (95 kDa molekulasullyal), és rovidebb valtozatai, a Trisk 51 (51 kDa;
Marty et al. 2000), a Trisk 49 (49 kDa), és a Trisk 32 (32 kDa; Vassilopoulos et al. 2005),
lassu tipusu izomrostokban kisebb mennyiségben expresszalédnak, mint gyorsban. A triadin
izoformak —a Trisk 32 kivételével — hidnyoznak a proliferald szatellitasejtekbdl, és csak a
myotubulussa torténd differencidlodas soran jelennek meg (Marty et al. 2000, Vassilopoulos
et al. 2005). A funkcidjuk felderitésére létrehozott triadin knockout (KO) egér gyengébb volt,
a gyors tipusu izomrostjaiban a DHPR expresszidja megnétt, a CSQ expresszioja és az SR
teljes Ca’’-mennyisége lecsokkent, és a triddok orienticidja is abnormalis volt. Ezek az

eredmények azt jelzik, hogy a triadinoknak fontos szerepe van a vazizomfunkci6 és -struktira

fenntartasaban, és hianyukban myopétia alakulhat ki (Oddoux et al. 2009).

Trisk 49 Trisk 51 Trisk 95
NH:2 NH2 NH2z NH2z

Citoplazma
SR membran

SR lumen

6aT

COOH
5. abra. A patkany vazizom triadin izoformai. Minden izoforma azonos citoplazmatikus N-terminalis régioval

és egyedi luminalis C-terminalis régioval rendelkezik. (Marty et al. 2009)

Az emberi triadin gén 420 kb hosszl, amibdl a leghosszabb, vazizomban el6forduld
izoforma, a Trisk 95, csak 2,2 kb-t tesz ki. Erdsen toredezett, 41 exonbol épiil o6l (Marty
2004). 687 aminosavbol all, SDS-PAGE-n futtatva 77,2 kDa méretnél, dupla savként
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mutathatd ki, ami poszttranszlacids moddositasra, befejezetlen glikozilaciora utal. A
vazizomban a triadin mennyiségének kb. 40%-at teszi ki (Marty et al. 2000, 2009). Az SR-
ben, a triddokban talalhato meg, és a RyR-ral és a CSQ-nel asszocialodik, ezaltal a Ca*'-
felszabadulasban részt vevd fehérjekomplexum fontos alkotdja. Myoblastokban,
szatellitasejtekben nem mutathaté ki. A differencidlédas sordn, a myotubulusokban kezd
erdsebben expresszalodni, és harantcsikolt festddést mutat (Vassilopoulos et al. 2005). Az
overexpresszidja csokkenti, a kiiitése fokozza a RyR-on keresztiili spontan, elemi Ca®'-
felszabadulasi eseményeket (Fodor et al. 2008), valamint az overexpresszidja a SOCE
amplitudojat is csokkenti (Vassilopoulos et al. 2007). A Trisk 95-expresszi6 barmilyen irdnyu
modositasa csokkenti a depolarizacio altal kivaltott Ca®’-felszabadulast. Ezeknek az
eredményeknek a magyarazata az lehet, hogy a triadin Gsszekoti az SR-t és a Ca®'-
felszabaditd komplexet a mikrotubulus hdlozattal, ezaltal az SR és a tridd struktirajanak
fenntartasaban is szerepe lehet, és a RyR-ra gyakorolt szabalyoz6 szerepét e strukturalis
funkcion keresztiil fejtheti ki. Igy a triadin expresszidvaltozasa az SR felbomlasahoz, és a
RyR ¢és a DHPR szétvéalasahoz vezethet (Marty et al. 2009).

A Trisk 51 egy 461 aminosavbdl allo fehérje, ami 51,3 kDa molekulastlynal, dupla
savként mutathatdo ki poliakrilamid gélen futtatva (Marty et al. 2000). A Trisk 95-hoz
hasonldan, az SR-ben, a triddban helyezkedik el, a RyR-ral és a CSQ-nel asszocialodik, és a
Ca*"-felszabaditasért felelds komplexum része. Ez az izoforma sem talilhaté meg
myoblastokban, és ez is a differencidloddé myotubulusokban kezd erdsebben expresszalddni,
harantcsikolt mintazatot mutatva (Vassilopoulos et al. 2005). Patkdnyban ¢és egérben a
Trisk 51-bdl és a Trisk 95-bdl azonos mennyiség van jelen, ami a teljes triadinmennyiség kb.
40-40%-a, mig a maradékot a Trisk 32 teszi ki. Emberben kb. 60% a Trisk 51, és 40% a
Trisk 95 aranya (Marty et al. 2009).

A Trisk 49 egy 442 aminosavbol allo fehérje, 49,5 kDa elméleti molekulasullyal.
SDS-PAGE-n futtatva kb. 60 kDa molekulasulyndl mutat savot. Az emberi triadin elsé 20
exonja utdni alternativ splicinggal keletkezik, és 4 aminosavbdl allo egyedi C-termindlis
véggel rendelkezik. A két nagyobb izoformahoz hasonléan myoblastokban nem mutathato ki,
a differencialodas elérehaladtaval, a myotubulusokban kezd erdsebben expresszalodni.
Nevével ellentétben nem a triadban, hanem az SR longitudinélis tubulusdban helyezkedik el,
¢s a titinnel (mely egy tobb mint 1 pm hosszl o6ridasmolekula, ami a Z-lemeztdl az M-zondig
huzodik, és a szarkomer elrendezddéséért és rugalmassagaért felelds) kolokalizal az A és 1
csikok hataran. Nem kolokalizal a RyR-ral, a CSQ-nel, a Trisk 95-tel, a Trisk 51-gyel, és a

DHPR-ral. Igy a Trisk 49 valosziniileg a titinnek vagy mas szarkomer-alkoté fehérjének az
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SR triadkozeli részéhez valo kikotéséért, ezaltal az SR struktirajanak kontrakcio kdzben vald
megtartdsaért lehet felelds (Vassilopoulos et al. 2005).

A Trisk 32-r6l, a negyedik vazizom triadin izoformarol, kutatdsunk egyik f6 targyarol
a kovetkez6 részfejezetben lesz bovebben szo6.

A szivizom triadinnak harom fajtajat ismerik nyulbol (CT1, CT2, CT3, rendre 35, 40
¢és 92 kDa molekulastllyal), ezen feliil egérbdl a nyul CT1 és CT2-nek megfeleld 35 és 40
kDa-os valtozat mellett egy 35,5 kDa-os valtozatot is klonoztak (Vassilopoulos et al. 2005). A
szivizomban a legnagyobb mennyiségben jelenlévd — az Gsszes izoforma 95%-at kitevd —
triadin a CT1 (vagy triadin 1; Kobayashi & Jones 1999) egy kisméretii fehérje, amely az SR
junctionalis részén, a diddokban talalhato, €s a RyR2-vel, a junctinnal és a CSQ2-vel alkot
fehérjekomplexumot. A triadin KO-egérben a didd szerkezetének megvaltozésa, és a CT1-
gyel kapcsolatban 4ll6 fehérjék (RyR2, CSQ2, junctin, junctophilin 1 ¢&s 2)
expressziocsokkenése volt megfigyelhetd, ami az ECC hatékonysagat csokkentette, ¢és
arrhythmiakat okozott (Chopra et al. 2009). A CTl-et overexpresszald egérben enyhe
kardidlis hipertrofia alakult ki, emellett itt is megfigyelhetd volt a RyR2 és a junctin
expressziocsOkkenése (Kirchheifer et al. 2001). Funkcidjat tekintve a CT1 részt vehet a diad
struktirajanak fenntartasaban, a CSQ2 kihorgonyzasiban, és a RyR2-n keresztiili Ca*'-
felszabadulas kozvetlen szabalyozasaban. A legujabb eredmények alapjan a CT1 azonos a

vazizomban megtaldlhaté Trisk 32-vel (Marty et al. 2009).

A 32 kDa-os vazizom triadin (Trisk 32)

A Trisk 32 egy 287 aminosavbol allo fehérje, 32,1 kDa-os elméleti molekulasullyal.
SDS-PAGE-n futtatva harom darab, kb. 37 kDa-os savot ad, ami poszttranszkripcids
modosulasokra, pl. glikozilaciora utalhat. Az emberi triadin els6 nyolc exonja utani alternativ
splicinggal keletkezik, és 23 aminosavbdl allo, egyedi C-terminalis véggel rendelkezik. A
mérete hasonld a legnagyobb mennyiségben eléforduld szivizom triadinéhoz, a CT1-éhez. A
felfedezésekor azt feltételezték rola, hogy a C-termindlis végében kiilonbozik a CT1-t6l
(Vassilopoulos et al. 2005), azonban wjabb irodalmi adatok szerint a két fehérje azonos
(Marty et al. 2009). Ebben az esetben ez az egyetlen olyan izoforma, amely mindkét
izomtipusban megtaldlhat6. A Trisk 32 a tobbi izoformaval ellentétben mar myoblastokban is
expresszalodik, differencialt izomcsovekben pontozott festddést mutat. Egérben és
patkanyban az 0Osszes triadinmennyiség 20%-at teszi ki, emberben nem kimutathato.
Nagyrészt nem a tridadban, hanem az SR longitudinalis tubulusaban lokalizalodik — a Z-

lemeznél dsszpontosul, azon a részen, ahol az IPsR és a mitokondriumok is megtalalhatéak —,
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de kisebb mennyiségben az egész SR-ben megtalalhatd (6. abra). Ezéltal nem kolokalizal a
CSQ-nel, a Trisk 95-tel, a Trisk 51-gyel, és a DHPR-ral. Kolokalizal a Ca2+—ATPézzal, a

dezminnel és az IP;R-ral.

Neuromuscularis
junctio |
1

Trisk 32

Plazmamembran

6. abra. A Trisk 32 elhelyezkedése. A Trisk 32 (sargaval jelolve) foként az SR longitudinalis tubulusaban
talalhatd meg, és az IP;R-hoz kapcsolodik (Marty et al. 2009 alapjan).

A szivizom- és a nagyobb vazizom triadin izoformakrél mar ismert, hogy a RyR
szabalyozasaban vesznek részt, azonban a Trisk 32 expresszidja idoben megelézi a RyR-ét a
vazizom-differencidlodas soran (Vassilopoulos et al. 2005). Az expresszidjanak ez az egyedi
1d6zitése szamos kérdést vet fel. Eloszor is, egy olyan fehérjecsalad tagja, amit eredetileg a
RyR szabalyozojaként irtak le, miért expresszalodik olyankor, amikor a RyR még nincs jelen?
Masodszor lehet-e a Trisk 32-nek a RyR szabalyozasan kiviil valami mas funkcidja a
vazizomban? A RyR és az IPs;R strukturdlis és funkciondlis hasonldséga ellenére csak kevés
olyan fehérjét irtak le, amelyek az IP;R-ral specifikus kdlcsonhatasban vannak, és modositjak
annak a miikodését. Mivel vazizomban a Trisk 32-rél kimutattdk, hogy a longitudinalis SR-
ben helyezkedik el, és az IP;R-IlI-hoz kapcsolodik —az Osszes triadin izoforma koziil
egyediil —, felvetddott a lehetSség egy, a Trisk 32-t is magaban foglalé, triadon kiviili Ca**-
felszabaditasi komplexum létezésére, ahol a Trisk 32 funkcidja valdsziniileg az IP;R-on
keresztiili Ca®"-felszabadulas szabalyozasa lehet. Ebben az esetben a kozvetlen szabalyozo
szerep mellett, a citoszkeletonhoz horgonyozhatja, és fenntarthatja ¢ komplexum struktarajat
is. Ezen kiviil a Trisk 32 részt vehet kontrakcio kozben a szarkomerstruktura fenntartasaban,
¢és a mitokondrium Ca’*-raktarozasaban is (Vassilopoulos et al. 2005). Kutatdsainkban a

Trisk 32 IP3;R-ra gyakorolt kdzvetlen szabalyozo hatasat vizsgaltuk.
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A raktar altal vezérelt kalciumbelépés (SOCE)

Mind az IP;R, mind a RyR miikodése csokkenti az SR Ca®'-tartalmat. A felszabadul6
Ca”" egy részét a SERCA pumpak visszajuttatjak az SR-be, mas része kipumpalddik a sejtbél.
Ez egy 1d6 utan az SR teljes kilirtiléséhez vezetne, ha nem lenne olyan mechanizmus, amely
az extracellularis térbl Ca*"-ot juttat be a raktar ujrafeltdltés¢hez. Ez a mechanizmus a raktar
altal vezérelt Ca®"-belépés (SOCE). A SOCE feladata nem meriil ki az intracellulris Ca*'-
raktarak ujra feltoltésében, ugyanis szerepet jatszik az intracellularis Ca*'-koncentracid
megemelkedésével jard jelatviteli utvonalakban, és a Ca’"-oszcillaciok amplitaddjanak
fenntartasaban is. A SOCE mechanizmus modelljét eldszor James W. Putney Jr. irta le tobb
mint két évtizede (Putney 1986), és azdta mind ingerelhetd, mind nem-ingerelhetd sejteken
igazoltdk a létezését (Osszefoglald cikkek pl. Feske 2007, Leung et al. 2008), és
bebizonyitottak, hogy alapvetd szerepet jatszik e sejtek Ca**-homeosztazisaban.

A SOCE {6bb részvevdinek felderitése azonban nem volt zokkendmentes. Az 1990-es
évek elején elektrofiziologiai mddszerekkel sikeriilt kimérni egy, a raktdr altal vezérelt
csatornan (SOC) keresztiil folyo Ca2+-éramot, a CRAC-aramot (Icrac, Ca*'-felszabadulas éltal
aktivalt Ca’-aram). Ez egy nem fesziiltségfiigg, nagy Ca’'-szelektivitast (Pca/Pna ~ 1000),
erdsen befele iranyitd, erdsen pozitiv reverzal potenciald, alacsony konduktanciaja (<0,1 pS;
~10* Ca**-ion masodpercenként) Ca*"-aram volt (Clapham 2003, Hogan & Rao 2007). A
kutatok eldszor a kanonikus tranziens receptorpotencial (TRPC) fehérjecsalad tagjairdl, és
ezek koziil is legfoképp a TRPC1-1dl feltételezték, hogy a CRAC-aram ioncsatornajat alkotja
(Beech et al. 2003), de az elektrofizioldgiai méréseik alapjan a TRPCl-en keresztiil folyo,
raktariiriilés altal kivaltott Ca**-4ram nem egyezett meg minden tulajdonsigaban a CRAC-
arammal. Az a megfigyelés, hogy a TRPC1 géncsendesitésével a SOCE is csokkenthetd volt,
tovabb bonyolitotta a kérdést, ugyanis arra utalt, hogy a TRPC1 mégis egyike a SOC csatorna
komponenseinek (Liu et al. 2007). Ez legalabb kétféle raktar altal vezérelt csatorna 1étezését
feltételezte: az egyik, amelyiken keresztiil a nagy Ca'-szelektivitisi CRAC aram valosul
meg, és egy masik, amin a joval kisebb mértékben Ca®-szelektiv SOC aram. A valaszra az
utobbi évekig varni kellett, amikor végiil felfedezték a STIMI1-et (sztromalis kdlcsonhatod
molekula 1; Liou et al. 2005, Roos et al. 2005), az ER Ca2+—szenzorét, ¢és az Orail-et (Feske et
al. 2006, Vig et al. 2006, Zhang et al. 2006), a CRAC csatorna porusképzo alegységét. Ezek
alapjan a CRAC aram az Orail-en, mig a SOC 4dram a TRPC ¢és mas, raktar altal vezérelt
csatornakon keresztiil valosul meg (pl. Cheng et al. 2008, Salido et al. 2009), bar az

elnevezések — kiilonodsen a korabbi cikkekben — nem konzekvensek.
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A CRAC csatorna aktivalodasanak molekularis mechanizmusa nem-ingerlékeny
sejteken manapsag mar jol ismert (7. dbra). Nyugalmi allapotban (amikor az intracellularis
Ca®"-raktarak tele vannak) a STIM1 fehérjék monomerekként diffuzan helyezkednek el az ER
felszinén. Ilyenkor az EF-hand doménjiik Ca**-ot két, ami olyan konformacidban tartja a
fehérjét, ami meggatolja az aggregalodasukat. Raktariiriiléskor levalik a Ca®" az EF-handrél,
emiatt a STIM1 oligomerizalodik, aggregalodik, és az ER plazmamembran-kozeli régidiban
(10-25 nm-re a plazmamembrantol) hatarozott G.n. punktdkba rendezdédik. Ezutan az Orail
molekulak is 0sszeszedddnek ezekbe a punktakba. A STIM1 erésen konzervalt C-terminalis
CRAC-aktivalo doménja (CAD) vagy a STIM1 Orai-aktivalé régidja (SOAR) kapcsolatba 1ép
beengedi a Ca**-ot az extracellularis térbSl. A bearamlé Ca>" a raktar Gjrafeltdltésére szolgal,
¢s kiilonbozd jelatviteli Gtvonalakban is részt vehet. Az még nem tisztazott, hogy a CRAC
csatorna aktivacidjahoz 2 vagy 4 db STIM1 molekulara van-e sziikség. Az a korabbi elmélet,
hogy a CRAC aktivaciohoz sziikség van egy Ca’-influx faktorra (CIF) megdélni latszik,
amiota megallapitottak, hogy a STIM1 CAD vagy SOAR régidja elég az Orail csatornak
megnyitasahoz (Dirksen 2009).

7. abra. A SOCE mechanizmus. Az intracellularis Ca*'-raktarak iiriilésekor az ER Ca*'-szenzora, a STIM1, az
ER felszini membran kdzeli régidjaba rendezddik, és aktivalja a raktar altal vezérelt csatornakat: az Orail-et és
feltehetéen a TRPC1-et (Smyth et al. 2006).

Nem sokkal ezel6ttig a vadzizomban a SOCE jelenléte és fontossaga ismeretlen volt.
Azonban az utdébbi néhany év kisérletei felfedték, hogy a SOCE-ra a normal
elektromechanikai csatolas (ECC) soran is sziikség van a raktarak feltoltéséhez. Vazizomban
elészor feln6tt patkany extensor digitorum longus izomrostokban mutattak ki a jelenlétét

(Kurebayashi & Ogawa 2001). Az itt megfigyelheté SOCE meglehetdsen gyors (<l1s), és az
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SR Ca’"-tartalma ndvekedésére gyorsan inaktivalodik. Ez annak koszonhet, hogy a
membranban a raktar altal vezérelt csatorndk egyenletesen oszlanak el, valamint a STIM1 mar
nyugalmi allapotban is aggregalt formaban van jelen az SR plazmamembran kozeli régidiban,
a SOCE potencialis helyszinén (Kurebayashi & Ogawa 2001, Launikonis & Rios 2007, Stiber
et al. 2008a, Launikonis et al. 2009). A STIM1 vagy az Orail hidnya a SOCE csokkenéséhez
¢s myopatia kialakuldsdhoz vezet (Stiber et al. 2008a, Dirksen 2009). Hasonl6é valtozasok
figyelheték meg oregedd izmokban is, ahol azonban a SOCE csokkenése nem a STIM1 és az
Orail expresszidcsokkenése miatt kovetkezik be (Zhao et al. 2008). Ezek az ismeretek, a
STIMI1, Orail, valamint a TRPC1 vézizomban val6 jelenlétének a kimutatasaval egyiitt (pl.
Vandebrouck et al. 2002, Stiber et al. 2008a) arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy a SOCE,
bar nem vesz részt kozvetleniil az ECC-ben, miikodéképes és fontos lehet a vazizomban is.

A SOCE mechanizmusban résztvevo csatornakat tobbféle anyaggal is gatolhatjuk, bar
ezek tobbsége nem specifikus. Az altalunk is hasznalt YM-58483 (mas néven BTP2; 4-
methyl-4’-[3, 5-bis(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yl]-1,2,3-thiadiazole-5-carboxanilide) a
TRP és SOC csatornék aspecifikus gatloszere (Qin et al. 2009). Nem hat az IP; ttvonalra, az
ER-b6l torténd Ca®'-felszabaduldsra, a Ca*"-pumpak miikodésére, a fesziiltségfiiggé Ca®'-
csatorndkra, ugyanakkor gatolja a SOCE-t, a TRPC1-et, a TRPC3-at, a TRPC5-6t, az NFAT-
medialt transzkripciot, a sejtproliferaciot, a bronchokonstrikciot és csokkenti az asztmat (Zitt
et al. 2004, He et al. 2005, Yoshino et al. 2006, Varnai et al. 2009). A 2-
aminoethoxydiphenylborane (2-APB) a STIMI1 aggregécio, némelyik TRP csatorna, és a
SOCE gatlasa mellett gatolja az SR-bél torténé Ca*'-felszabadulast és az L-tipusa Ca®'-
csatornakat is (Olivera & Pizarro 2010). A SOCE-ra gyakorolt gatlo hatasa fiigg a kiilonb6zo
Orai izoformék jelenlététdl, ugyanis ha a STIM1 mellett Orai2 is jelen van, akkor a gatld
hatds csak részleges, valamint az Orai3-at, és kis mértékben az Orail-et kdzvetleniil is
megnyithatja (DeHaven et al. 2008). Kis, néhany pM-os koncentraciokban serkenti, nagyobb
(100 uM-os) koncentracioban gatolja a CRAC aramot (Peinelt et al. 2008). A tyrphostin-A9
(Qin et al. 2009), az econazole, az SKF-96365 (Denys et al. 2004), a Ni*" (5 mM), a La** (100
uM), a Gd* (1 uM) (Gutierrez-Martin et al. 2005) szintén hasznalhat6 a SOCE gatlasara.

A kanonikus tranziens receptorpotencial csatornak 1. altipusa (TRPCI)

A tranziens receptor potencial (TRP) csatornakat eldszor Drosophildban irtak le, ahol
egy olyan mutanst talaltak, melynek a fotoreceptor sejtjei a folyamatos fényre folyamatos
valasz helyett tranziens valaszokat adtak (Cosens & Manning 1969). A TRP csatornak szinte

az egész ¢lovilagban megtalalhatok, és a kiilonbozo fajokban véltozatos funkceidt toltenek be.
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Emberben részt vesznek a ho- és izérzékelésben, élesztoben az ozmolaritas érzékelésben,
egerekben a feromonok érzékelésében, stb. (Clapham 2003). Emldsokben hat fehérjecsalad
tartozik a TRP csatornak koézé: a kanonikus (TRPC), a vanilloid (TRPV), a melastatin
(TRPM), az ankyrin (TRPA), a policystin (TRPP), és a mucolipin (TRPML) TRP csaladok.
Fonalféregben, muslicaban, €s halban talaltak egy hetedik féle TRP csalddot is, a TRPN-t (no
mechanoreceptor potential C; NOMPC) (Pedersen et al. 2005). A TRP fehérjék szekvencia
homologidja legalabb 20%. Minden TRP csatorna 6 transzmembran hélixbdl allo
alegységekbdl all, amelyek homo- vagy heterotetramerekként képeznek kationpermedbilis
csatorndkat (Clapham 2003). Az [Ca®']; szabalyozasaban is részt vesznek Ca’'-belépési
tvonalakként, vagy ezek regulatoraként, és az intracellularis organellumokbél valé Ca®*-
felszabadulasban is szerepiik van.

A TRPC csatornaknak 7 tipusa van, mindegyikiik nem szelektiv, Ca®'-perme4bilis
kationcsatorna (a leginkdbb szelektiv a TRPCS5, melynek a szelektivitisa Pca/Pnxa=9).
Konzervativ régidik: a C-terminalis végen a TRP box —mely kb. 50%-ig megegyezik a
muslicdban és az emberben —, az N-terminalis végen 3-4 ankyrin repeat, és az IP3R- és
kalmodulin-ké6téhely (CIRB). Szinte minden sejttipusban megtaldlhatéak, s6t adott sejttipus
tobbféle TRPC-t is expresszalhat (Pedersen et al. 2005). Aktivalédasuk receptor stimulacio €s
foszfolipaz-C aktivacid hatasara torténik, valamint legtobbjiikrdl feltételezik vagy
bizonyitottak, hogy az intracellularis Ca*"-raktarak iiriilésére is aktivalodnak.

A TRPCI a TRPC csalad elséként felfedezett tagja, 1995-ben sikeriilt a klonozésa
(Petersen et al. 1995, Wes et al. 1995). Szinte minden sejttipusban jelen van (Riccio et al.
2002, Kunert-Keil et al. 2006, Ambudkar et al. 2007). A sejtekben nagyrészt intracellularis
kompartmentekben talalhatdo meg, de ahhoz, hogy miikddni tudjon, més TRPC proteinekkel,
leggyakrabban a TRPC4-gyel és TRPC5-tel alkot heterotetramereket, és igy helyezddnek ki a
plazmamembranba. A TRPC1 funkci6ja szertedgazd. A neuronokban a metabotrdp glutamat
receptor (mGlul) aktivalodasan keresztiil részt vesz az EPSP (excitatorikus poszt-szinaptikus
potencial) létrehozasaban. Endotélben, vérlemezkékben, simaizomban és B-limfocitakban
fontos szerepe van az agonista-, ndvekedési faktor-, vagy PKC-indukalt Ca*"-belépésben.
Petesejtben mechanoszenzitiv kationcsatornaként miikodik, és a membran fesziilésére Na',
szabalyozasaban, az endothelin altal kivaltott vazokonstrikcidban, a nyalszekrécidban, stb.
(Beech 2005).

Vazizomban a TRPC1 részt vesz a myoblastok differencidlodasanak szabdlyozasaban.

Ez t6bb mddon is megvalosulhat. Megfigyelték, hogy a TRPCI1 expresszidjat kis interferalo
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RNS-sel (siRNS) csokkentve, a myristoylated alanine-rich C-kinase substrate (MARCKS)

felhalmozodik a sejtekben, megkoti az aktint, és meggatolja a myoblastok mozgéisat és

crer
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megfigyelésre alapoztak, hogy a C2C12 myoblastok differencidloddsakor megné a TRPCI
expresszidja, kiilondsen szfingozin-1-foszfat jelenlétében. A TRPCI1 expresszidjat siRNS-sel
csokkentve csokken a differencidlédas. Az elmélet szerint a szfingozin-1-foszfat stressz-
rostok képzddését segiti eld, ami a TRPCI lipidraftokba tevodését segiti, ahol fesziilés altal
aktivalt csatornaként miikddik, és ez eldsegiti a myoblastok differencidlodasat (Formigli et al.
2009). Egy harmadik elmélet az aktivalt T-sejtek nukleéaris faktora (NFAT) aktivitdsaval
hozza 6sszefliggésbe a TRPC1 izomdifferencialédasban betoltott szerepét. Az NFAT harom
izoformaja vesz részt az izomdifferencialodasban, mindegyikiiket a kalcineurin (egy Ca*'-
fliggd proteinfoszfataz enzim) szabalyozza. Az NFAT2 (mas elnevezés szerint: NFATcl) a
gyors ¢és lasstl izomrostok kozti atmenetben vesz részt, az NFAT1 (NFATc2) a myotubulusok
al. 2005). Nyugalmi allapotban az NFAT izoenzimek foszforilalt forméban, a citoplazmaban
talalhatok. Amikor az [Ca®’]; megemelkedik, a kalcineurin defoszforildlja az NFAT-t, ami
ezutin a sejtmagba vandorol, és kiilonbozé gének atirasat aktivalja. Ha az [Ca™];
visszacsokken a nyugalmi szintre, a kalcineurin inaktivalodik, az NFAT ujra foszforilalt
allapotba keriil, és kijut a magbol. Ez a folyamat megfigyelheté myoblastokban is, ahol a
SOCE-n keresztiil megvalosuld [Ca®]; novekedés aktivalija az NFATIl-et, ami az
izomdifferencidlodasért felelds (Horsley et al. 2001, Pavlath & Horsley 2003, Valdés et al.
2008). A folyamatban a TRPC1 a SOCE aktivalasan, és ezaltal a kalcineurin aktivalasahoz
szitkséges [Ca”']; novekedés biztositasan keresztiil vesz részt. Ezt az is alatamasztja, hogy B-
limfocitakban a TRPC1 expresszio csokkentése az NFAT aktivitas csOkkenését eredményezi
(Mori et al. 2002). Az elébbiekkel dsszhangban van az a megfigyelés is, hogy a TRPC1 KO-
egérben az izomkeresztmetszet, az izomerd, és a myofibrillumok mennyisége csokken (Zanou
et al. 2009). Mivel a TRPC1 mechanikai fesziilés altal is aktivalhat6 (Maroto et al. 2005,
Formigli et al. 2009), feltételezhetd, hogy részt vesz a disztrofin nevii horgonyzéfehérje
hidnya 4ltal okozott Duchenne-féle izomdisztrofidban (DMD). A betegségben megfigyelték,
hogy a TRPC1 expresszidja megnd, és ez abnormalisan magas Ca’'-belépést eredményez
(Vandebrouck et al. 2002, Vandebrouck et al. 2007, Williams & Allen 2007, Gervasio et al.

2008). Ezt alatamasztja az is, hogy az expressziojanak csokkentése mdx egerekben —a DMD
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allatmodelljében — csokkenti mind a raktar altal vezérelt, mind a fesziilés altal kivaltott Ca*'-
belépést (Vandebrouck et al. 2002).

Az elébbiekkel ellentmondasban van viszont az a megfigyelés, hogy izomrostokban,
fesziiltség-clamp vizsgalatokkal nem sikeriilt kimutatni olyan befele irdnyuld aramot, ami
ennek az Utvonalnak az aktivalodasahoz lenne kothetd (Allard et al. 2006, Berbey & Allard
2009), mig mostandban Berbey ¢és mtsai. (Berbey et al. 2009) azt k6zo6lték le, hogy felndtt
vazizomrostok szarkolemmajaban nem expresszalédik a TRPCI, azonban a longitudinalis
SR-ben igen, ahol szivargd Ca”-csatornaként viselkedik.

A TRPCI1 és a SOCE kapcsolata az ezzel foglalkozé nagyszamu cikk ellenére sem
tisztazott, az eredmények egy része ellentmondéasos. A TRPC1-KO egér nyalmirigysejtjeiben
a SOCE 80%-kal csokken, ezaltal csokken a nyalszekrécidé (Liu et al. 2007), azonban a
vérlemezkéiben a SOCE nem valtozik (Varga-Szabo et al. 2008). A kiilonboz6é cikkekben
arrol is ellentmondésos informéciokat talalhatunk, hogy a TRPC1 a STIM1-Orail rendszer
része, vagy fiiggetlen attol (Liao et al. 2008). A legtobb megfigyelés arra utal, hogy a TRPC1
funkcidja szorosan kapcsolodik a masik két fehérjééhez. Kimutattak, hogy a STIM1 jelenléte
sziikséges, hogy a TRPCI1 raktar altal szabalyozhat6 legyen, ugyanis STIM1 jelenlétében a
TRPCI1 lipidraftokba integralodik, ahol SOC csatornaként funkcional, viszont STIM1 nélkiil
mas TRPC csatornakkal asszocialodik, és receptor altal vezérelten mikodik (Alicia et al.
2008). Azt is kimutattak, hogy a STIM1 és TRPCI részvételével megvalosuldé SOCE-hoz az
Orail jelenlétére is sziikség van. Ha HEK293 sejtekben csak a STIM1-et vagy csak az Orail -
et termeltetik tal, a SOCE nem ndé meg. Ha csak a TRPCl-et overexpresszaljak, az kis
mértékben noveli a SOCE-t, azonban ha ezzel egyidoben a STIM1-et vagy a STIMI1-et és az
Orail-et egyiittesen tultermeltetik, az még tovabb fokozza a SOCE mértékét. Ha az Orail
expressziojat siRNS-sel csokkentik, minden emlitett esetben csokken a SOCE (Cheng et al.
2008). Nyalmirigy sejtekben kimutattdk, hogy a STIM1-Orail-TRPC1 komplex ko-
immunoprecipital. Ha barmelyikiik expressziojat csokkentik, akkor a SOCE is csokken, ha a
TRPCI expresszigjat novelik, akkor a SOCE is nd (Ong et al. 2007). Arra is van bizonyiték,
hogy a TRPCI1 és az Orail heteromer komplexek forméjaban képeznek csatornat (Liao et al.
2008). A STIM1 C-terminalis vége szabalyozza a TRPC1-et (Huang et al. 2006, Worley et al.
2007), feltehetdleg a molekulak kozti elektrosztatikus kdlcsonhatassal (Zeng et al. 2008). Mas
kutatocsoportok azonban HEK293 sejtekben a STIM1 expresszidjanak mindkét iranyt
modositasaval, valamint TRPC agonistdk alkalmazéasaval arra utald bizonyitékokat talaltak,

hogy a TRPC1 a STIM1-tdl fliggetleniil aktivalodik (DeHaven et al. 2009). Kutatasunkban a
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TRPCI1 ¢s a SOCE kapcsolatat vizsgaltuk, €s megprobaltuk tisztazni ezen ellentmondasok egy

részét.

A sztromadlis kolcsonhato molekula 1 (STIM1)

Emberben két sztromalis kolcsonhatd molekula (STIM) homolog talalhatd meg
(STIM1 ¢és STIM2; Liou et al. 2005, Roos et al. 2005, Zhang et al. 2005). Mindkettd;jiik
tartalmaz egy transzmembran (TM), egy lumindlis N-termindlis és egy citoplazmatikus C-
terminalis domént (8. abra, fels6 panel). A STIM1 tilnyomoan az ER-ben talalhaté meg, de
kisebb mennyiségben a plazmamembranban is jelen van. Az ER-ben elhelyezkedé N-
termindlis régidja tartalmaz egy egyediildlldo EF-hand-et (K4~ 400 uM) és steril-a-motif
(SAM) doméneket. Ha Ca*" kotédik hozza, az EF-hand és a SAM domén olyan
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transzmembran doménja horgonyozza ki az ER-be. A molekula nagy, C-terminélis régioja
egy ezrin-radixin moesin (ERM) doménen beliil két szomszédos coiled-coil domént, ezen
felil egy szerin-prolin- (S/P), és egy lizin-gazdag (KKK) domént tartalmaz. A masodik
coiled-coil domén a STIMI1 Orai-aktivalo régigjan (SOAR) beliil helyezkedik el, ami a
STIM1 és az Orail C-terminalis vége kozti kapcsolatért, és az Orai csatornak megnyilasaért
felelss. Az ERM doménen beliil talalhaté az a régio is, amely a gyors, Ca*'-fiiggd
iaktivacioért felelés. A KKK doménnek 0Osszetett funkcidja van. Részt vesz a STIMI
plazmamembranban val6 stabilizalasban, hatassal van az Orail fesziiltségfiiggésére amig az
kapuzasaban is, elektrosztatikus kdlcsonhatas segitségével (Dirksen 2009, Lee et al. 2010).

A STIM1 szerepét a SOCE mechanizmusban tobb tanulmany is bizonyitotta.
Drosophilaban és emlds sejtekben a STIM1 expresszio gatlasa lecsokkenti a CRAC aramot,
az overexpresszidja kis mértékben noveli. A STIM1 ko6zos komponense a SOC és a CRAC
csatornadknak (Roos et al. 2005). Raktariiriilés soran a STIM1 az ER plazmamembran-kozeli
egy pontmutacid jon létre, akkor a mutdciotdl fiiggden ez az aggregacio elmarad (Liou et al.
2005) vagy allandosul (Zhang et al. 2005).

A STIM2 szerepe a SOCE mechanizmusban kevésbé érezhetd. A STIM1-nél kevésbé

érzékeny az ER [Ca’'] véltozasaira. A f6 szerepe inkabb a nyugalmi Ca*"-belépésben, és a
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SOCE soran elkezd6dé Ca®"-belépés fenntartisaban van, a STIM1 inaktivalodasa utan (Oh-
hora 2009).

STIM1 NI EF [l sAm [Wtm [y | -~ FSUS/P kK- C

Luminalis Citoplazmatikus

z SCID E106Q E190Q iz
Orai1 N-KPIR (TM2 | T™3 TME et - C

8. abra. Az emberi STIM1 (felsé panel) és Orail (alsé panel) szerkezete. EF: Ca*'-k6t6 EF-hand domén,
SAM: steril-o-motif, TM: transzmembran domén, c-c: coiled-coil domén, ERM: ezrin-radixin moesin domén,
S/P: szerin-prolin-gazdag domén, KKK: lizin-gazdag domén, CAD: CRAC-aktivaldé domén, SOAR: STIM1
Orai-aktivalo régioja, P/R: prolin-arginin-gazdag domén, SCID: stlyos kombinalt immunhiany (Dirksen 2009
alapjan)

Az Orail csatorna

Az Orai csatorndkat a gorog mitologiabdl az Oliimposz kapujanak 6rz6irdl nevezték el
(korabban CRAC modulatorként, CRACM-ként is emlegették oket; pl. Vig et al. 2006). A
CRAC csatornak porusképzd alegységét, és ezaltal a SOCE mechanizmus egyik 6 Ca®'-
belépési utvonalat alkotjak. Emberben harom Orai homolog taldlhaté meg (Orail-3).
Mindegyikiik 4-4 konzervalt transzmembran (TM) doménnel, és citoszolikus C- és N-
terminussal rendelkezik (8. abra, als6 panel). Emellett az Orail tartalmaz egy N-terminalis
prolin-arginin-gazdag (P/R) domént, egy glikozilacios helyet a TM2 és TM3 szegmentumok
kozott, és egy C-terminalis coiled-coil fehérje interakciés domént, ami a STIM1-gyel vald
kapcsolodashoz, a STIM1-Orail punktdk képzddéséhez, és a csatorna aktivacidhoz sziikséges.
Ismert, hogy az aktivalt CRAC csatorna négy Orail alegység funkcionalis tetramere, ellenben
vitatott, hogy nyugalmi &llapotban dimer vagy tetramer formdban létezik-e a molekula
(Dirksen 2009).

Az Orail SOCE-ban jatszott kiemelkedéen fontos szerepét tobb tanulmany is
bizonyitja. Drosophila sejtekben tiltermeltetve, a CRAC dram 3-szoroséara, mig STIM1-gyel
is kotranszfektalva 8-szorosara nd (Zhang et al. 2006). A fehérje géncsendesitése teljesen
megsziinteti a CRAC aramot (Vig et al. 2006). Az Orail hibaja betegségek kialakulasat is
okozhatja. A sulyos kombinalt immunhidny (SCID) egy orokletes betegség, ami a SOCE és a

CRAC aram elégtelenségével jar. Ezekben a betegekben az Orail pontmutdcidja is
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megfigyelhetd volt, rdaddsul a betegekbdl szarmazd T-limfocitdkban és fibroblasztokban a
vadtipusu Orail-gyel végzett transzfekcio helyrehozta a Ca**-belépés hibajat. Ezen feliil a
SCID betegekben miopatiat is leirtak, ami az NFAT transzlokdacio, és az ezt kovetd génatiras
elégtelenségével magyarazhato. Ezeket szintén okozhatja az Orail hibéja (Feske et al. 2006).
Az Orail funkciojanak pontosabb tanulmanyozasara létrehoztak egy Orail KO egeret, aminek
a SCID betegekéhez hasonlo tiinetei voltak. A testmérete kisebb volt az atlagosnal, szérhullés
és borirritacio is megfigyelhetd volt nala. A T- és B-limfocitaiban a SOCE ¢és a CRAC é4ram is

erosen lecsokkent (Gwack et al. 2008).

Célkitiizések

A vazizomsejtek intracellularis [Ca®']-janak megvaltoztatasa olyan fontos élettani
folyamatokat szabalyoz, mint a kontrakcid6 ¢és az izomdifferencidlodds. Ezekben a
folyamatokban szamtalan fehérje vesz részt, melyek koziil soknak a szerepe még mindig nem
pontosan tisztazott.

Kutatasaimban az intracellularis Ca**-szint megnévelésében részt vevé két fontos
jelatviteli Otvonal szabdlyozo fehérjéit vizsgaltam. Az IP; utvonal a belsé raktarbol
felszabadulé Ca®" segitségével jarul hozza az [Ca®']; novekedéséhez. Eddig meglehetdsen
kevés olyan fehérjét irtak le, ami az IP;R-t kozvetleniil szabalyozza, a Trisk 32-rél azonban
feltételezték, hogy ezek egyike lehet. Az IPsR vagy a RyR aktivalodasa soran az ER/SR Ca*'-
tartalma csokken. A raktar feltdltésére szolgald6 SOCE mechanizmus a STIMI1, Orail és
TRPC1 fehérjék dsszehangolt mitkodésével, az extracellularis Ca®" bejuttatisaval noveli meg
az [Ca®"Ji-t, és tovabbi jelatviteli Gtvonalakat is aktival. F célomnak azt tiiztem ki, hogy a
Trisk 32 és a TRPC1 vazizomban betoltott szerepét felderitsem, a roluk eddig leirt

informdciokat pontositsam, és ujabbakkal egészitsem ki.

A Trisk 32 funkcidjanak vizsgalata
A vazizom triadin négy izoforméja koziil a Trisk 32 élettani szerepérdl van szinte a
legkevesebb informéacionk. A fehérjét felfedezd kutatocsoport —az SR longitudindlis
tubulusédban val6 lokalizacidja és az IPs-receptorral vald kapcsoldodasa alapjan — az IPs-
receptoron keresztiili jelatvitelben betoltott szerepét tartotta valdsziniinek (Vassilopoulos et al.
2005).
o Kisérleteink elsd részeként célunk volt egy, a Trisk 32-t stabilan overexpresszald L6

myoblast sejtvonal 1étrehozasa, ami alkalmas a fehérje funkcidjanak vizsgélatara.
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e Meg kivantuk vizsgalni a taltermelt és az endogén Trisk 32 expressziojat L.6.G8
myoblastokban, valamint a kolokalizacidjukat az IPs;-receptorral, hogy ezen a
sejtvonalon is alatdimasszuk a felndtt izomrostokrdl és tranziensen transzfektalt
tenyészetekrdl mar leirt adatokat.

e Fluoreszcens [Ca’']; mérésekkel és konfokalis mikroszkoppal kivantuk vizsgalni a
Trisk 32 taltermelésének hatdsat az IPs;-receptor miikddésére. Ennek érdekében
tobbféle agonistaval, kiilonbozd sejtfelszini receptorokon keresztiil kivantuk
aktivalni az IP;-Utvonalat, és kézvetleniil az IP;R-t.

Kutatasunktol azt reméltilk, hogy a kapott eredmények segitségével igazoljuk a

Trisk 32 IP;-receptor szabalyozéasara gyakorolt feltételezett szerepét.

A TRPCI funkciojanak vizsgalata

A TRPC1 SOCE mechanizmusban betdltott szerepe —a témaval foglalkozd szamos
cikk ellenére — még mindig ellentmondésos. Arrdl sem egyeznek meg a vélemények, hogy a
fehérje milyen kapcsolatban van a SOCE jobban ismert masik két 6 résztvevojével, a STIM1
¢s Orail fehérjékkel. Kutatdsunk soran a TRPC1 differencialoddé myotubulusokban betoltott
szerepének a tisztdzasat tliztiik ki célul.

e Ehhez eldszor egy TRPC1-et overexpresszaldo C2C12 sejtvonalat kivantunk létrehozni,
aminek segitségével a tltermelt fehérje funkcidjara a kontroll tenyészetekkel valod
Osszehasonlitds utan fény dertilhet.

o Legfontosabb kérdésiink a TRPCI1 taltermelésének a SOCE mechanizmusban betoltott
szerepére vonatkozott, igy kovetkezd 1épésként funkciondlis [Ca®']; mérésekkel
kivantuk igazolni, hogy a TRPCI raktar altal vezérelt csatornaként viselkedik.

e A TRPCI thltermeltetésének a Ca*’-homeosztazisban részt vevd tobbi fehérje
expressziojara gyakorolt hatasat is vizsgalni kivantuk, hogy ez altal felfedhessiik a
koztik 1évé kapcsolatot. Koziilik is leginkdbb a STIMI1 és az Orail
expressziojanak és mitkodoképességének megvaltozasa érdekelt minket.

e Mivel a TRPCIl-rél leirtdk, hogy szerepet jatszik a vézizomsejtek
differencidloddsaban, meg kivantuk nézni, hogy ez az Aaltalunk hasznalt
tenyészetekben valtozik-e.

Eredményeinktdl azt vartuk, hogy hozzajarulnak a TRPC1 SOCE mechanizmusban és
a vazizom differenciadlodasban betoltott szerepének, valamint a STIM1-Orail rendszerrel valod

kapcsolatanak megértéséhez.
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Anyagok és modszerek

Sejttenyésztés és transzfekcio

A sejttenyészetek hasznalatdnak szdmos eldnyds tulajdonsaga van az élettani targya
kisérletek elvégzéséhez. A sejtek ndvekedése, morfologiai valtozasai mikroszkop segitségével
folyamatosan nyomon kovethetok. Lehetdéség van olyan sejttenyészetek létrehozasara,
amelyek csak egyféle sejttipust tartalmaznak, s6t immortalizalt, folyamatosan oszt6do, geno-
¢s fenotipusosan azonos, klonozott sejtek nagy tomegét is eld lehet allitani, ami a kisérletek jo
reprodukélhatosaga szempontjabodl jelentds. A kisérletek igy kozel azonos preparatumokon,
tobbszor is megismételhetok. Egyes gének hatdsai transzfekcios modszerekkel kozvetleniil
tanulmanyozhatok. A kisérletekhez nincs sziikség €16 allatok feldldozasara. Az in vitro
vizsgalatok ezen feliil a kisérletezd szdmara is eldnyosek, hiszen igy elkeriilhetd az allattal
szembeni allergia kialakuldsa is. Ezek miatt az eldnyok miatt a sejttenyészeteket széles korben
hasznaljak a molekularis bioldgiai és sejtélettani kutatdsok soran. Az in vitro sejttenyészetek
hasznalatanak legjelentdsebb hatranya, hogy mivel a fenntartasukhoz sziikséges
koriilményeket mesterségesen biztositjuk, nem biztos, hogy a hasznalatukkal kapott
eredmények pontosan modellezik az €16 szervezet sokszorosan szabalyozott, in vivo valaszait.
Emiatt kiilondsen fontos in vivo kisérleteket is végezni, foleg ha bizonyos vegyiiletek
gyogyszerré fejlesztése a cél. Tovabba a hosszl ideig fenntartott tenyészetek tulajdonsagai
mutacidk révén modosulhatnak (pl. a differencialodési képesség csokkenése), ezért bizonyos
passzazsszam elérése utan célszerli a tenyészetet kisebb passzazsszamura cserélni (Szabo
2004).

A kisérleteket két kiilonbozd tipusu vazizom sejtvonalon végeztiikk, melyekben

liposzoma-medialt transzfekcioval termeltettiik tal a vizsgdlni kivant fehérjéket.

L6.G8 patkany myoblastok

A Trisk 32 funkcidjanak vizsgalatdhoz L6.G8 patkany vazizom eredetli sejtvonalat
hasznaltunk. Az eredeti L6 sejtvonalat Yaffe ¢s munkatdrsai 1968-ban hoztidk 1étre (Yaffe
1968) 1jsziilott patkanyok combjabdl izolalt primer myoblastok immortalizaldsaval. Ennek a
G8 szubklonja elvesztette azt a képességét, hogy myoblastokbdl izomcsovekké tudjon
differencidlodni, igy kivaloan alkalmas az IP; Gitvonal tanulmanyozasara.

A sejteket Dulbecco altal modositott Eagle-féle médiumban (DMEM; Sigma,
Budapest, Magyarorszag) tenyésztettiik, melyet 10% foetalis borjuszérummal (FBS), 2 mM
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glutaminnal, valamint 50 U/ml penicillin, és 50 ug/ml streptomycin antibiotikumokkal
egészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on, parasitott termosztatban, 5% CO, és 95% O,
jelenlétében inkubaltuk. Passzalas soran a sejteket 1000-2000 sejt/cm’®  siirtiségben

sz¢lesztettiik, majd a kirakas utani 4. napon végeztiik rajtuk a méréseket.

C2C12 egér myoblastok és izomcsévek

A TRPCI1 ioncsatorna szerepét C2C12 egér vazizom eredetli sejtvonalban vizsgaltuk.
A C2CI12 a Yaffe és mtsai. (Yaffe & Saxel 1977) altal 1977-ben létrehozott egér vazizom
eredetli myoblast sejtvonal egyik szubkldnja (Blau et al. 1983). A sejtek felnétt C3H egértorzs
labanak harantcsikolt izomzatabol nyert immortalizalt myoblastok, melyek 16szérum hatasara
myotubulusokat képeznek. A differencialtatast 90%-os sejtsiirliségnél kell megkezdeni,
ugyanis ezen mértékii denzitas biztositja a sejtfuziot megeldz0 sejt-sejt interakcidé meglétét. A
kontraktilis myotubulusok jellegzetes izomfehérjéket (disztrofin, kiilonbdzd szarkolemmalis
illetve SR-hez kapcsol6dd regulatorikus €s csatorna-fehérjék) termelnek, ezért kivaldan
alkalmasak az izomdifferencialodas, valamint myogenezis vizsgalatara.

Ezeknek a sejteknek a tenyésztési koriilményei nagyban hasonlitottak a mar targyalt
L6 sejtekéhez. A myoblast tenyészet fenntartdsdhoz és a proliferaciojuk eldsegitéséhez a
DMEM tapoldatot 10% FBS-sel, 50 U/ml penicillinnel, és 50 pg/ml streptomycinnel
egészitettiik ki. A kisérleteinkhez a tenyészetet izomcsdvekké differencidltattuk, miutan
elértek az ehhez sziikséges 80-90%-o0s konfluenciat. A differencidldédas elinditasa a tapoldat
Osszetételének modositasaval tortént, melynek soran a 10% FBS-t —a tobbi 0sszetevot nem
valtoztatva— 5% loszérumra (HS) cseréltik. A kisérleteket 5-6 napos differencialt

myotubulusokon végeztiik.

Liposzoma-medialt stabil transzfekcio

A liposzoma-medialt transzfekcid soran a plazmidot egy liposzoma membrannal
vessziik koriil, majd ezt a transzfekcids elegyet tessziik a sejtekre. A liposzéma vezikulum a
plazmamembrannal egyesiil, és bejuttatja a plazmidot a sejtbe. Az L6 sejtek transzfekcidjdhoz
pcDNA3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) eukaridta expresszidos vektor EcoR1 hasito
helyére klonozott patkany Trisk 32 vazizomfehérje (Vassilopoulos et al. 2005), mig a C2C12
sejtek transzfekcidjdhoz pcDNA3.1 plazmidba klonozott human TRPCI1 teljes c¢cDNS
szekvenciajat hasznaltuk. A plazmid transzfekcidt csokkentett szérumtartalmu Opti-MEM
tapoldatban, Lipofectamine 2000 reagenssel (Invitrogen) végeztiik, 2,5 éran at, 37 °C-on. A
sejteket ezutan hagytuk, hogy a bevitt géneket 48 oran keresztiil expresszaljak, majd 1 mg/ml
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geneticin tartalmi DMEM-ben szelektaltuk Oket. Mivel a pcDNA3.1 plazmid geneticin
rezisztenciat is kodol, ezért azok a sejtek, amelyek transzfektalodtak, életben maradtak ezen
eukariotdk szamdara mérgezd antibiotikum jelenlétében is. 14-15 nap elteltével egyedi
sejtklonokat izolaltunk, meghataroztuk, hogy melyek termelik tul a legnagyobb mértékben a
vizsgalni kivant fehérjét, majd a funkcionalis méréseket ezeken a klonokon végeztiik.

Ahhoz, hogy bizonyitsuk, hogy maga a transzfekcid nem okoz valtozasokat a sejtek
¢letfunkcidiban, ugyanezt a protokollt hasznélva iires pcDNA3.1 vektorral transzfektaltunk
L6.G8 és C2C12 sejteket. Ebben az esetben nem izolaltunk egyedi sejtklonokat, hanem a
sejtek pool-jain végeztiik a funkcionalis méréseket.

A Trisk32 ¢és TRPC1 overexpresszid hatékonysdgat mRNS szinten reverz
transzkripcios polimeraz lancreakcid (RT-PCR), fehérje szinten immuncitokémia és Western-
blot segitségével vizsgaltuk, melyekhez a fehérjék C-termindlis vége ellen termeltetett

specifikus antitesteket hasznaltuk.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

A TRPC1 ¢és Trisk 32 mRNS szintli kimutatasat reverz transzkripciés PCR-ral (RT-
PCR) végeztiik. A C2C12 sejttenyészeteket 3-szor atmostuk jéghideg foszfat puffer-oldattal
(PBS; 0,02 M NaH,PO4, 0,1 M NaCl), folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk, majd
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Az izomcsdvek teljes RNS-ét Qiagen RNeasy® Mini Kit-
tel izolaltuk a gyartd utasitdsai szerint (Qiagen, Budapest, Magyarorszag). A pozitiv
kontrollként hasznalt egér vazizombol és egér agybol, valamint az L6 sejtekbdl Trizol reagens
(Invitrogen) segitségével izolaltunk RNS-t a gyartd utasitdsai szerint. Az izolalt RNS
mennyiségét és tisztasagat NanoDrop (NanoDrop Technologies, Bio-Science, Magyarorszag)
késziilék segitségével ellendriztiik.

A reverz transzkripcids reakciohoz Omniscript kit-et hasznaltunk (Qiagen). A
reakcioelegy (20 ul végtérfogatban) 500 ng RNS-t, 0,25 ul RNaz inhibitort, 0,25 ul oligo (dT)
primert, 2 ul dNTP-t (200 uM), 1 ul M-MLV RT enzimet tartalmazott 1xRT pufferben
higitva. A TRPCl1-re ill. a Trisk 32-re specifikus cDNS szekvencidk amplifikacidja specifikus
primerekkel tortént (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, USA), melyeket az
Interneten k6zolt human és egér TRPC1 (GenBank Accession No.: NM_003304) ill. patkany
Trisk 32 (GenBank Accession No.: AJ812276) nukleotid szekvencidk alapjan terveztiink a
Primer Premier 5.0 program (Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, USA)
segitségével. Az  igy kapott TRPC1  forward primer szekvencidja 5°-
GATGTGCTTGGGAGAAATGC-3’, a reverz primeré pedig 5-
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GTCCAAACCAAACCGTGTTC-3 volt. A Trisk 32 forward primer szekvencidja 5’-
TGAACGATGTTGTGGAGGAA-3’, a reverz primeré¢ 5’-CTCTGGCTTTCGGTGTTG-3’
volt. A  kontrollként haszndlt GAPDH forward primer szekvencidja 5’-
AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG-3’, a reverz primeré 5-
AATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3’ volt. Az 50 ul végtérfogati PCR-reakcidelegy a
kovetkezd komponensekbdl allt: 2 pul forward és reverz primer, 1 ul dANTP (200 uM), és
0,5 ul Promega GoTaq® DNS polimeraz 1x toménységlire higitott pufferben. A PCR reakciot
programozhatd termosztatban (Eppendorf Mastercycle, Netheler, Hinz GmbH, Hamburg,
Németorszag, ill. Bio-Rad C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag) a
kovetkezo bedllitasokkal hajtottuk végre: 2 perc 95 °C a kezdeti denaturaciora, amit ismétlodo
denaturacios ciklusok kovettek 94 °C-on 1 percig, ezutdn a primerek anellacidja 1 percig a
primer szamara optimalis hdmérsékleten, majd végiil az elongécié 72 °C-on 1 perc, 30 s-ig.
Az utolso ciklus utdn egy tovabbi elongacids 1épés kovetkezett 10 percig, 72 °C-on. A PCR-
termékeket 2%-os agardzgélen futtattuk meg, etidium-bromiddal ill. EZ-Vision Three
reagenssel (Amresco, Solon, USA) jeldltiik, Gel Logic 1500 el6hivé rendszerrel eldhivtuk,

majd analizaltuk. Az eredmények kvantitativ elemzését ImageJ programmal végeztiik.

Immuncitokémia

A sejtekben talalhato kiillonboz6  fehérjék lokalizacidjanak  vizsgalatdhoz
immuncitokémiat hasznaltunk. A tenyészeteket jéghideg PBS-sel mostuk le, majd -20 °C-os
100%-o0s metanollal vagy 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk 15 percig, utana PBS-ben oldott
0,1%-o0s Triton X-100-zal permeabilizaltuk 10 percig. Ezutan az aspecifikus kotohelyeket
PBS-ben oldott 1%-0s borjuszérum albuminnal (BSA) blokkoltuk 30 percig,
szobahOmérsékleten. A blokkolas utan a sejteket egész éjszakan keresztiil inkubaltuk 4 °C-on,
a blokkol6 oldatban (BSA) oldott els6dleges antitestekkel, melyek a kovetkezdk voltak:

e A patkdny Trisk 32 C-terminalis végét felismerd, nyulban vagy tengerimalacban
termeltetett elsddleges antitesteket 1:500 higitasban alkalmaztuk (Dr. Isabelle
Marty ajandéka; Vassilopoulos et al. 2005).

e Az IP;s receptor I, II, IIT altipusainak a C-termindlis 2402-2701 aminosav szekvenciaju
epitopjat felismerd, nyulban termeltetett poliklondlis antitestet 1:50 higitdsban
hasznaltuk (Santa-Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Németorszag).

e A B2 bradykinin receptor C-terminalis végét felismerd, nyulban termeltetett

elsdleges antitestet 1:100 ardnyban higitottuk (Sigma).
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e Az arginin-vazopresszin (AVP) receptor Vla altipusanak C-termindlis 349-418
aminosavait felismerd, nyulban termeltetett poliklonalis elsédleges antitestet 1:50
higitasban hasznaltuk (Santa-Cruz).

e A TRPCI intracellularis 557-571 aminosav szekvencidjat felismerd, nyulban
termeltetett elsOdleges antitestet 1:100 ardnyban higitottuk (Alomone Labs Ltd.
Jeruzsalem, Izrael).

e A STIMI1 56-69 aminosavait felismerd, nytlban termeltetett elsddleges antitestet 1:50
aranyban higitottuk (Alomone).

e Az Orail 288-301 aminosavait felismerd, nyulban termeltetett elsddleges antitestet
1:50 higitasi aranyban hasznaltuk (Sigma).

Az egész ¢jszakds inkubaciot kovetd, PBS-sel torténd mosas utdn fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) vagy Cy3-mal jelolt, a nyulban termeltetett elsddleges antitestet
felismeré masodlagos antitestet (PBS-ben higitva 1:500, ill. 1:800 aranyban), vagy FITC-cel
konjugalt, a tengerimalacban termeltetett elsddleges antitestet felismeré masodlagos antitestet
(1:500 aranyban) alkalmaztunk — az elsddleges antitestet termeld fajnak megfeleléen — 1 6ran
keresztiil, szobahOmérsékleten. A sejtmagok lathatova tétele Vectashield DAPI-val (4°,6-
diamidino-2-phenylindole) tértént (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

A megfestett tenyészetekr6l LSM 510 META konfokalis mikroszkoppal készitettlink

felvételeket (Zeiss, Oberkochen, Németorszag).

Fehérjemintak és sejtmagfrakciok készitése

A tenyészeteket jéghideg PBS-sel mostuk, majd homogenizaciés pufferben
(0sszetevéi: 20 mM  Tris-Cl, SmM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoethyl) benzenesulphonyl
fluoride, 20 uM leupeptin, pH 7,4; minden a Sigma-t6l) szedtiik fel. A mintakat folyékony
nitrogénes gyorsfagyasztds utan a felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. A mintak feltarasat jégen,
5-sz0r 10-10 masodpercig torténd szonikalassal végeztiik (Branson Sonifier, Danbury, USA).

A sejtmagfrakciok izoldlasat intézetiink egy korabbi cikkében leirt modszer szerint
végeztiik (Pocsai et al. 2006). Ennek soran a sejteket 4 °C-os CMF-PBS-ben felszedtiik, majd
10 percig 4 °C-ra hiitott centrifugdban 1000 g-vel centrifugaltuk. A sejtpelletet puffer A-ban
(10mM HEPES, 1,5mM MgCI2, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM
dithiothreitol (DTT), 0,5 mM fenilmetilszulfonil-fluorid, pH 7,4) szuszpendaltuk, majd 20
perc elteltével Dounce-homogenizatorban 0,5% Nonidet-P40 (Sigma) hozzdadasaval

homogenizaltuk. Ezutan 10 percen keresztiil, 4 °C-on, 770 g-vel centrifugaltuk a mintadkat. Az
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iiledéket 2,2 M szachardzt tartalmazé puffer A-ban felvéve, 90 percig, 4 °C-on, 40000 g-vel
centrifugdltuk. Az ezutdn kapott iiledéket 0,25 M szachar6zt tartalmazd puffer A-val
lemostuk, majd beoldottuk, és szonikélassal feltartuk.
vel (Pierce, Rockford, IL, USA) hataroztuk meg, melynek sordn BSA-t hasznaltunk
standardként.

A Trisk 32 kimutatasat célz6 Western-blot kisérletekhez pozitiv kontrollként hasznalt,
patkdnybol izolalt konnyl-SR vezikulum frakciot Dr. Jona Istvantdl kaptuk ajdndékba
(Almassy et al. 2008).

Ko-immunoprecipitacio
A Trisk 32 és IPsR kolcsonhatdsdnak kimutatdsira a ko-immunoprecipitacids
vizsgalatokat francia kollaboracids partneriink, Sarah Oddoux végezte a munkacsoportjuk

altal mar korabban leirt médon (Marty et al. 1994).

() 4)

(2
=p | IP;R =—p Western-blot

PR —

Trisk 32 antitest

9. abra. A ke-immunoprecipitacio lépései. (1) sejt lizatum készitése, a Trisk 32 antitest hozzaadasa. (2) a
komplex kikotése Protein A-Sepharose-hoz. (3) moséas, a komplex megtisztitasa. (4) a mintak vizsgalata
Western-blottal.

Ennek soran a toliink kapott kontroll és Trisk 32-t overexpresszald L6 sejteket
szolubilizaltdk egy szolubilizaldo pufferben, amely a kovetkezd Osszetevokbdl allt: 1,6%
(wt/vol) 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonic acid (CHAPS), 0,9 M
NaCl, 0,1% foszfolipid (tojas total foszfatid kivonat, Avanti Polar Lipids), 100 uM CaCl,,
50 uM EGTA, 20 mM Pipes (pH 7,1), protedz inhibitorok (10 pM leupeptin, 2 pM pepsztatin,
1 mM diizopropil fluorofoszfat, ¢s 100 uM fenilmetanszulfonil fluorid). A szolubilizalt
fehérjemintakat ezutdn PBS és viz 1:1 aranyu keverékével higitottdk. A protein A-Sepharose-
hoz torténd aspecifikus kotddések elkeriilésére a szolubilizalt fehérjéket 30 percig, 4 °C-on
inkubaltak Sepharose 4B-CL jelenlétében, majd a Sepharose-t centrifugéaldssal tavolitottak el.
A feliiluszot ezutan 2 6ran keresztiil 4 °C-on inkubaltak a Trisk 32 elleni elsédleges antitesttel,
majd tovabbi 2 oran keresztiil reagéltattak a protein A-Sepharose-zal 4 °C-on, razatas mellett.

Haromszori PBS-es moséast kovetden az immunkomplexeket Laemmli-mintapufferrel
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disszocialtak a protein A-Sepharose-rol. Az immunoprecipitalt fehérjéket ezutan Western-

blottal vizsgaltak Trisk 32 és IPsR-III elleni antitestekkel (9. dbra).

Western-blot analizis

A teljes sejt lizatumokat, sejtmag frakcidkat, immunoprecipitalt mintdkat, valamint a
konnyi-SR vezikulum frakciokat Western-blot analizissel vizsgaltuk. 1/5 térfogata, 5-sz6ros
toménységli elektroforézis mintapuffert (310 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10% SDS, 50% glicerol,
100 mM DTT, 0,01 % bromfenol-kék) adtunk a sejtlizatumokhoz, majd 5 percig 80 °C-on
foztiik 6ket. Azonos mennyiségii, 50-100 pg fehérjét valasztottunk szét 7,5 vagy 10%-os
natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) gélen a vizsgalt fehérjék
immunologiai detektdldsdhoz. Ezutdn a fehérjéket elektroforézis segitségével transzferaltuk
nitrocellul6z membranra (BioRad, Bécs, Ausztria). Az aspecifikus kotohelyeket PBS-ben
oldott 5%-0s sovany tejporral blokkoltuk, majd 4 °C-on, egész ¢jszakan keresztiil inkubaltuk
az immuncitokémia fejezetben nagyrészt mar targyalt elsdédleges antitestekkel, melyeket a
kovetkezd aranyokban higitottunk a tejporos blokkold oldatban: nyulban termeltetett Trisk 32
antitest 1:5000, TRPC1 antitest 1:200, STIMI1 antitest 1:500, Orail antitest 1:500. Az
immuncitokémia fejezetben nem emlitett antitestek a kovetkezok voltak:

e Az IP;R I tipusdnak 1894-1973 aminosavait felismerd, nyulban termeltetett
poliklonalis els6dleges antitestet 1:200 aranyban higitottuk (Santa-Cruz).

e Az IP;R II. Tipusanak C-terminalis végét felismerd, kecskében termeltetett
poliklonalis elsddleges antitestet 1:200 aranyban higitottuk (Santa-Cruz).

e Az IPsR III. tipusanak 22-230 aminosavait felismerd, egérben termeltetett
monoklonalis elsédleges antitestet 1:200 ardnyban higitottuk (BD Transduction
Laboratories, Le Pont de Claix-Cedex, Franciaorszag).

e A calsequestrin 282-389 aminosavait felismerd, egérben termeltetett monoklonalis
elsddleges antitestet 1:200 ardnyban higitottuk (BD Transduction Laboratories,
USA).

e A rianodinreceptor (RyR) 1. ¢és 2. altipusat felismerd, egérben termeltetett
monoklondlis els6dleges antitestet 1:2500 higitasban alkalmaztuk (Affinity
BioReagents, USA).

e A SERCA-t felismerd, nyulban termeltetett elsédleges antitestet 1:1000 higitasban
alkalmaztuk (Dr. Zador Erné ajandéka).
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e Az aktivalt T-sejtek nukledaris faktoranak 1. tipusat (NFATI1) felismerd, nyulban
termeltetett poliklonalis elsddleges antitestet 1:1000 higitdsban alkalmaztuk
(Abcam, Cambridge, UK).

e Az aktin C-terminusat felismerd, nytlban termeltetett poliklonalis elsddleges antitestet
1:200 higitasban alkalmaztuk (Santa-Cruz).

Ezutan 3-szor 10 perc PBST-vel (PBS kiegészitve 0,1% Tween 20 reagenssel) torténd
mosas kovetkezett, majd a membranokat 1 oran keresztiil inkubéaltuk a maésodlagos
antitestekkel. Masodlagos antitestként az elsddleges antitestet termeld faj (nyul vagy egér)
ellen kecskében termeltetett, tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt 1gG-t (BioRad) hasznaltunk
5% sovany tejport tartalmazé PBS-ben 1:1000 ardnyban higitva. A jeleket megnovelt
kemilumineszcens (ECL) reakcidval (Thermo Scientific, Budapest, Magyarorszag) hivtuk eld,

az intézetiinkben rendelkezésiinkre 4ll6 Gel Logic 1500 el6hivo rendszerrel.

Apoptozis vizsgalata

A mitokondridlis membranpotencidl megsziinése az apoptozis egyik legkorabbi
markere (Green & Reed, 1998). A folyamat nyomon kovetéséhez kontroll és TRPCl-et
overexpresszald C2C12 izomcsovek membranpotencialjat hataroztuk meg MitoProbe
DiIC,(5) Assay Kit (Invitrogen) segitségével, a gyartd utasitdsai szerint. Az alkalmazott
koncentracioban a festék felhalmozdodik a sejtben, és a magas membranpotenciallal
rendelkezé mitokondriumokban jelentds fluoreszcenciat mutat. Az apoptotikus folyamatok
esetén a sejtek mitokondridlis membranpotencialja lecsokken, igy a festék altal kibocsatott
fluoreszcencia intenzitasa is csokkend tendenciat mutat.

Kontroll és transzfektalt C2C12 sejteket tenyésztettiink egy 96 lyuku, fekete oldalq,
atlatszo alju tenyésztéedény (Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, Németorszag) 9-9
tenyésztdlyukdban. Tovabbi 3-3 tenyésztdlyukban az apoptdzis pozitiv kontrolljaként
carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP) nevii protonoforral kezeltiink sejteket
mindkét sejttipusbol. A sejtekrdl az oldatok eltdvolitdsa utan DilCi(5) munkaoldattal
inkubaltuk a tenyészeteket (100 pl/tenyésztdlyuk). A DilC;(5) fluoreszcencidjat FLIPR
késziilékkel mértiik 630 nm-es gerjesztd €s 670 nm-es emisszios hullimhosszokon (Dobrosi

et al. 2008; Toth et al. 2009).

Eletképesség vizsgalata
A sejtek életképességének meghatarozasat MTT assay-vel mértiik, melynek alapja,

hogy az ¢l6 sejtek mitokondridlis dehidrogenaz enzime a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
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difeniltetraz6lium bromid (MTT; Sigma-Aldrich) tetrazolium gytirijét oldhatatlan, szines
formazanna alakitja, igy annak mennyisége kolorimetriasan meghatarozhato.

Kontroll és TRPCI1-et overexpresszaldo C2C12 sejteket 24 lyukt tenyésztéedény 8-8
lyukéban tenyésztettiink, majd izomcsovekké differencidltattunk. Az izomcsoveket 2 6ran
kolorimetridsan, 570 nm-es hulldmhosszon hatidroztuk meg, a gyartd utasitisai szerint. A
formazan mennyisége az ¢l0 sejtek szamaval aranyos.

Kontroll, iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt, és Trisk 32-t overexpresszald L6
myoblastokat 96 lyukl tenyésztéedény 10-10 lyukaban tenyésztettiink, majd a fenti protokollt

alkalmaztuk az életképességiik meghatarozasara.

A proliferacios rata és a fuzios index meghatarozasa

Kontroll és TRPC1-et overexpresszald C2C12 sejteket tenyésztettiink mtianyag Petri-
csészékben (Nunc, Naperville, IL, USA) azonos koriilmények kozott. A tenyésztés minden
napjan képeket vettiink fel minden Petri-csésze 10-10 véletlenszerlien kivalasztott latoterérol.
A kisérlet kezdetekor a sejtek szama gyakorlatilag megegyezett (p>0,2). A proliferacios rata
kiszamitasdhoz minden nap megszamoltuk a sejtmagokat és elosztottuk az el6z6 nap soran
szamoltakkal. A fuziés index kiszamitdsahoz a differencialtatas elinditdsa utan a tobbmagvt
izomcsovekben taldlhatdé magok szdmat osztottuk el az Osszes sejtmag szdmdaval. A

kisérleteket megismételtiik 3-3 kiilonallo tenyészeten.

A proliferacio mértékének meghatirozasa *H-timidin beépiiléssel

Az L6 sejtek osztodoképességét a DNS egyik alapvetd épitdelemének szamitd timidin
radioaktiv tricium (*H) izotoppal jeldlt formajanak beépiilésével vizsgaltuk. A timidin a 16
oras inkubacios id6 alatt a DNS szintézissel (és a sejtproliferacioval) aranyos mértékben
beépiil a sejtek orokitéanyagaba.

Kontroll, iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt, és Trisk 32-t taltermelé L6
myoblastokat tenyésztettiink egy specidlis, fehér belsejli, 96-lyuku tenyésztéedény (Wallac,
PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Shelton, CT, USA) 10-10 tenyésztolyukaban. 1
uCi/mL *H-timidin tartalma tapoldatot (metil-"H-timidin torzsoldatbol kihigitva; 185
GBg/mmol, Amersham Biosciences, Budapest, Magyarorszag) adtunk a tenyésztélyukakhoz
16 o6rara. PBS-sel torténd mosas utan a szolubilis fehérjéket 5%-os triklorecetsavval csaptuk
ki, majd Gjra lemostuk PBS-sel. A tenyészeteket ezutan 2 napig szaritottuk foszfor-pentoxidot

tartalmazo exszikkatorban, majd szcintillacidés folyadékot (MaxiLight; Hidex, Finnorszag)
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helyeztiink rajuk. A radioaktivitdst Chameleon liquid scintillation counter késziilékkel

(Chameleon, Hidex Ltd., Turku, Finnorszag) mértiik, folyadék-szcintillaciés iizemmodban.

NFAT riporter rendszer, X-Gal festés

A PB-galaktozidaz nevii bakteridlis enzimet (lacZ gén) gyakran hasznaljdk riporter
génként. A jelenléte konnyen kimutathat6 lacZ festéssel, melynek soran a mesterséges X-Gal
szubsztrat a [P-galaktoziddz altal hasitva kékes szinvaltozast mutat. Az NFAT aktivitasat
kontroll és TRPCl-et taltermeld C2C12 myotubulusokban a Rosenberg és munkatarsai
(Rosenberg et al. 2004) altal kifejlesztett HSP-NRE lacZ plazmid (Zador E. ajandéka)
segitségével vizsgaltuk. A pNFAT plazmid (Stratagene) NFAT kot6 helyeit kivagtak, PCR-ral
felszaporitottak, majd hsp68-lacZ vektorba klénoztak.

A plazmid transzfekciot a differencialodas 2. napjan, csokkentett szérumtartalmt Opti-
MEM tapoldatban, Lipofectamine 2000 reagenssel (Invitrogen) végeztiik, 2 6ran at, 37 °C-on.
A transzfektalt sejtek az NFAT aktivitas fliggvényében [-galaktozidazt expresszaltak a
plazmidrol.

Az 5 napos, termindlisan differencidlédott myotubulusokat 4 °C-os 0,5%-0s
glutaraldehiddel (PBS-ben higitva) fixaltuk, majd 3-szor mostuk PBS-sel. Ezutan
reakciopufferben (20 mM K4Fe(CN)g, 20 mM KiFe(CN)g, 2 mM MgCl, PBS-ben, pH 7,8)
oldott 1 mg/ml X-Gal-t (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-galactoside; Invitrogen) helyeztiink
a feddlemezekre egész ¢éjszakan keresztiil. A sejtek a P-galaktoziddz aktivitassal aranyos
mértékii kékes elszinez6dést mutattak. A fedélemezeket fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk, az eredeti nagyitas 10x volt. Az elemzés soran minden myotubuluson 5-5 ROI-t

jeloltiink ki, majd a festddés intenzitasat ImagelJ programmal kvantifikaltuk.

Egyedi sejteken tortén fluoreszcens, intracellularis [Ca**]-mérés

Az intracellularis [Ca®'] valtozdsanak mérését a Photon Technology International
(PTI) Delta Scan™ rendszer segitségével végeztiik (10. dbra). 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 kiilonbdzo abszorpeids maximumnak megfeleld hullamhosszon
gerjesztve a sejtet, a két hullimhosszon valo gerjesztést kovetden emittalt fluoreszcens fény
intenzitasanak hanyadosabol az intracellularis [Ca®*] kiszamolhatd (Grynkiewicz et al. 1985.).
A feddélemezen 1évo sejteket kalciumérzékeny, fluoreszcens Fura-2 festék acetoximetilészter

(AM) formdjaval inkubdltuk. Az extracellularis észterdzok gatlasara neostigmint
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alkalmaztunk. A festékkel feltoltott sejteket tartalmazo feddlemezeket fluoreszcens
mikroszkdp targyasztalara helyeztiik.

A sejtekbe juttatott festék 340 és 380 nm hulldmhosszusdgok kozott valtakozéd
gerjesztését a PTI Delta Scan kettds monokromatoros berendezés biztositotta. Fényforrasként
a rendszer xenonlampdja szolgél, melynek fényét egy forgotiikros sugarosztdé két nyaldbra
osztja. A keletkezd sugarak kiilon-kiilon monokromatoron haladnak at, melynek eredménye a
méréseinkhez sziikséges 340, illetve 380 nm hulldmhosszusdghi  fénynyaldb. A
monokromatorokbol optikai szalak vezetik a fényt egy csatold egységen, valamint egy
dikroikus tiikron keresztiil a mikroszkdp targyasztalan elhelyezett sejtekre. A Fura-2 altal
kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en interferenciaszlird kozbeiktatasaval egy
fotoelektronsokszorozd (PMT) segitségével detektaltuk. A jeleket 10 Hz gyakorisaggal
regisztraltuk. A hattérfluoreszcenciat a targylemezek sejtmentes helyein mértiik, ezt a
program automatikusan levonta a mért fluoreszcenciaértékekbdl. A két hullamhosszon torténd
gerjesztés soran mért fluoreszcenciaértékek hanyadosabol (R=F340/F330) az irodalombol
ismert egyenlet (Grynkiewicz et al. 1985.) alapjan szamitottuk ki az intracellularis Ca®'-
koncentraciokat:

[Ca® Ti= Ka'B-(R—Runin)/(Rmax—R),

ahol K4 a disszociacios allando, Ry.x az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék Ca*'-
mal telitett, Ry az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék egyaltalan nem kot Ca2+—0t, Ra

mért fluoreszcenciaértékek hdnyadosa,  a rendszerre jellemzd allando.

10. abra. A PTI Delta Scan mérérendszer felépitése. A sejtekben 1évé Ca®'-érzékeny festéket 340 és 380 nm
hullamhosszon gerjesztjiikk, majd az emissziét 510 nm-en detektalva, a hanyadosukbol az intracellularis Ca®'-

koncentracio kiszamithato.
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Az [Ca*"); véltozasait Fura-2 kalciumkotd fluoreszeens festékkel mértiik a laborunk
altal mar koradbban leirt mddon (Szappanos et al. 2004). Kontroll és transzfektalt L6
myoblastokat és C2C12 izomcsdveket miianyag Petri-csészékbe helyezett 30 mm atmérdji
fed6lemezeken (Menzel-Gliaser, Menzel GmbH, Braunschweig, Germany) tenyésztettiink,
majd 1 6ran keresztiil 10 pM Fura-2 AM-mel inkubéltunk sajat tdpoldatukban (DMEM, 10%
FBS-sel kiegészitve), termosztatban (37 °C, 5% CO,). Az izomsejtek altal a tapoldatba
szekretalt acetilkolin-észteraz gétlasara — melyek az AM csoportot a festékrdl lehasitva
meggatolndk a Fura-2 sejtekbe torténd bejutasat — neostigmint alkalmaztunk. A Fura-2 AM-
mel toltott sejteket egy specialis mérokadban egy invertdldo fluoreszcens mikroszkop
(Diaphot; Nikon, Tokyo, Japan) targyasztalara helyeztiik, majd 40x-es nagyitast
olajimmerzids objektivvel vizsgaltuk. A vizsgélatokat normal (NTY; 137 mM NaCl, 5,4 mM
KCl, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES, 1 g/l glikéz, pH 7,4; minden a
Sigma-t6l) vagy kalciummentes (a CaCl,-ot azonos mennyiségli MgCl,-ra cseréltiik, 5 mM
EGTA hozzaadasaval) Tyrode-oldatban végeztiik. A sejteket folyamatosan perfundaltuk NTY
vagy kalciummentes Tyrode-oldattal egy kiils6 perfuzidos rendszer segitségével. A
mérdoldatokat kozvetleniil a kivalasztott sejtekre juttattuk egy 250 pm-es belsd atmérdji
lokalperfuzids kapillaris tiin keresztiil (Perfusion Pencil™; AutoMate Scientific, San
Francisco, CA, USA) 0,35 ml/perc sebességgel, melynek az adagolédsat egy lokalperfuzids
rendszerrel (Valve Bank™ § version 2.0, AutoMate Scientific) vezéreltiik.

A kisérletekhez a kdvetkezd mérdoldatokat hasznaltuk:

e az [P; Utvonal B2 receptorokon keresztiil torténd aktivalasahoz 20 uM bradykinint
(BK; Sigma), NTY ¢és kalciummentes Tyrode-oldatban

e az [P; utvonal V1 receptorokon keresztiil torténd aktivalasahoz 0,1 pM arginin-
vazopresszint (AVP; Sigma), kalciummentes Tyrode-oldatban

e az IP;R kdzvetlen aktivalasahoz 50 uM thimerosalt (Sigma), kalciummentes Tyrode-
oldatban

e a SOCE aktivalasdhoz a SERCA-gatl6 thapsigargint (Sigma) 2-4 uM koncentracioban,
kalciummentes Tyrode-oldatban

e a SOCE gatlasahoz egy nem specifikus TRPC antagonistat, az YM-58483-t (Sigma)
I uM koncentracidban, kalciummentes Tyrode-oldatban

e a C2CI12 izomcsovek depolarizalasahoz, ezaltal a RyR aktivaldsahoz 120 mM KCl-ot
NTY oldatban

e az L6 sejteken a RyR kozvetlen aktivalasahoz 30 mM koffeint (Sigma) NTY oldatban
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e aRyR gatlasahoz 10 uM rianodint (Sigma) NTY oldatban
e az [P;R gatlasdhoz 50 uM Xestospongin C-t (Merck, Budapest, Magyarorszag), 1 oras
elokezelés formajaban, NTY oldatban
A méréseket szobahdmérsékleten végeztiik. A gerjesztd hullamhosszt 340 és 380 nm
kozott valtogattuk egy kettds hullamhossziit monokromdtor (Delta Scan, Photon Technology
International, New Brunswick, NJ, USA) segitségével, mig az emissziot 510 nm-en
detektaltuk egy fotoelektronsokszoroz6t hasznalva. A mérési eredményeket egy, az

intézetiinkben fejlesztett program segitségével elemeztiik ki.

Az intracellularis kalciumkoncentracio és a kalciumfluxus kiszamitasa

Az [Ca2+]i a fluoreszcenciaintenzitasok aranyabol (R = F340/F330) szdmolhat6 ki in vivo
kalibraciot hasznalva (Ruyin =0.2045, Rpax = 8.315, Kgx f=1183 nM) a kordbban leirtak
szerint (Grynkiewicz et al. 1985). A Ca*"-pumpa aktivitisa és a Ca*’-fluxus (a sejtekbe 1
masodperc alatt belépd Ca®” mennyisége) meghatirozasdhoz a Ca®" intracelluléris
kotdhelyekhez torténd kotddését és a sejtbdl torténd eltavolitdsat modellezte laborunk,
ahogyan err6l mar kordbban beszdmoltak (Szappanos et al. 2004; Sztretye et al. 2007). A
fluxus (F1) szamitasdhoz a kovetkezd képletet hasznaltuk:

Fl = d(Cayot + Cayran)/dt

ahol Cay a teljes myoplazmaés Ca*" mennyiség, Cay,, pedig a Ca*"-eltavolitd
mechanizmusok éltal szallitott Ca*". A modellben a Ca®" intracellularis helyekhez — SERCA
pumpdhoz, troponin C-hez, parvalbuminhoz ¢és a festékhez — torténd kotddését és az
eltavolitasat vettik figyelembe. A Ca*"-pumpa maximalis transzportkapacitisa (PVmx) a
Ca*-tranziensek leszallo szarara illesztett gdrbébél hatarozhatd meg, az intézetiink altal
kifejlesztett, a legkisebb négyzetek moddszerét alapul vevd szamitdégépes program
segitségével. A modell tobbi paraméterét allandoként kezeltiik az irodalombdl vett adatokat

felhasznalva (Schuhmeier et al. 2003).

Konfokalis mikroszkopos mérések

A konfokalis mikroszkopia nagy elénye, hogy jobb felbontast és kontrasztosabb képet
ad a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopokhoz képest, és viszonylag vékony (1-2 pm)
rétegekrdl alkothatunk vele képeket a minta felszeletelése nélkiil, akar €ldben is (Szabo 2004).
A hagyomanyos mikroszkopidban gyakran jelent problémat, hogy nem csak a vizsgalni kivant
fokuszsikbol, hanem a minta ez alatti vagy e folotti rétegeibdl érkezd fényt is detektaljuk, ami

rontja a kép élességét. A konfokalis mikroszkop egyszerre csak a minta egy-egy pontjat
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vilagitja meg, és ezekbdl a képpontokbol szamitdogépes adatfeldolgozas segitségével késziil el
a végsd kép. Fényforrasa egy nagyteljesitményli 1ézer fényforrds, ami egy dikroikus tiikor
segitségével a mikroszkop objektiv lencséjébe juttatja a fényt, ami azt a minta egy pontjara
fokuszalja, és a minta altal kibocsatott fluoreszcens fényt is 0sszegyljti. A minta egy adott
sikjabol jovo fény a mikroszkop optikai rendszerén athaladva a detektorba jut. A detektor
elott egy kis méretli 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. igy
tehat a preparatum fokuszsikon kiviili minden mas sikjabol érkezd fény nagy része
kirekesztodik a detektalasbol (11. abra). A mikroszkdp ezen a modon egyszerre csak egyetlen
képpont rogzitését végzi el. A lézerfényt pasztazd tikrok segitségével mozgatva,
meghatarozott teriileten, soronként pésztizva, a kapott adatokat szamitdégépes program
segitségével Osszegezve lehet kialakitani a végleges képet (Damjanovich & Matyus 2000,
Rohlich 2006).
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11. abra. A konfokalis mikroszkop miikodési elve. A berendezés lehet6vé teszi, hogy a mintank egy vékony
optikai szeletérdl készitsiink felvételeket, és ezaltal a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopoknal élesebb képet
kapjunk.

Kisérleteink sordan a konfokalis mikroszkopot kétféle tizemmodban hasznaltuk.
Kétdimenzios leképezés esetén a rendszer soronként végigpasztizza a vizsgalt sejtet
reprezentald pixeleket, és az egyes fluoreszcencia-intenzitdsokat x-y koordinatarendszerben
abrdzolja. Ilyen formaban a sejtr6l a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkoppal készitett
képekhez hasonld — de annal élesebb és kontrasztosabb — kétdimenzids képet kapunk. Ezt az
tizemmodot leginkabb az immuncitokémiai vizsgalatoknal alkalmaztuk. Amikor line-scan
tizemmodban hasznaltuk a mikroszkopot, akkor a sejtrdl felvett kétdimenzios x-y képen egy,

a sejtet keresztben atérd vonalat huztunk szdmitégépes program segitségével. A konfokalis
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mikroszkop 1ézere ezutan ezen a vonalon pasztdzott 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 iizemmaddban
készitett felvételeket az [Ca®]; megvaltozasanak nyomon kovetésére hasznaltuk.

Az [Ca’’]; megvaltozasanak méréséhez LSM 510 META konfokalis 1ézerpasztazo
mikroszképot (Zeiss, Oberkochen, Németorszdg) hasznaltunk, a korabban leirtak alapjan
(Szentesi et al. 2004).

Kontroll, iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt, és Trisk 32-t taltermelé L6
myoblastokat 10 pM Fluo-4-AM kalciumkotd festékkel inkubaltunk 1 6ran keresztiil, 37 °C-
on, neostigmin jelenlétében. A méréseket kalciummentes Tyrode-oldatban végeztiik, hogy az
extracellularis kozegbdl esetlegesen bearamlo kalcium ne fedje el az IP; receptoron keresztiili
Ca*'-felszabadulés tranzienseit. A fluoreszcenciaintenzitas véaltozasainak kovetésére line-scan
felvételeket készitettiink, vonalanként 24 ms és 512 pixel felbontdssal, 63x vizimmerzios
objektivet hasznalva.

A Fluo-4-et argonion lézerrel gerjesztettiik 488 nm hulldmhosszon, és a fluoreszcencia
intenzitast 500-570 nm-es ateresztd sziird segitségével detektaltuk. A sejteket kalciummentes
Tyrode-oldattal folyamatosan perfundaltuk egy kiilsé perfuzids rendszer segitségével. Az IP;
receptorok aktivalasdhoz a kalciummentes Tyrode-oldatban higitott 0,1 uM AVP-t
kozvetleniil a kivélasztott sejtekre juttattuk egy 250 um-es belsd atmérdjii lokalperfuzios
kapillaris tlin keresztiil (AutoMate). A méréseket szobahdmérsékleten (20-22 °C) végeztiik. A
felvételeket egy, az intézetiinkben fejlesztett program (Szentesi et al. 2004) segitségével
elemeztiikk ki. A felvételek fluoreszcenciajat (F) az alap fluoreszcenciara (Fo; a sejtek
nyugalmi fluoreszcencia-intenzitasa a tranziensek eldtt) normalizaltuk, majd a tranziensek

amplituddjat AF/Fo-ként hataroztuk meg.

Adatelemzés és statisztika
Minden értéket az atlagokkal + az atlagok standard hibgjaval (SE) jellemeztiink. A
statisztikai szignifikanciat Student-féle z-probaval szamoltuk, p<0,05 értékeket tekintve

szignifikansnak.
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Eredmények

I. A Trisk 32 funkcidjanak vizsgalata

Sejttenyésztés és transzfekcio

A Trisk 32 overexpresszidjanak hatasat L6.G8 patkdny vazizom eredetli sejtvonalon
vizsgaltuk. A Trisk 32 fehérje szintézisét pcDNA3.1 plazmid-vektor rendszerrel erdsitettiik
fol. A transzfekciot kovetd geneticines szelekcid soran 11 egyedi sejtklont izolaltunk,
melyeket ezutdn egymastol elkiilonitve tenyésztettiink tovabb. A fehérjét a legnagyobb
mértékben expresszald transzfektalt sejtklont RT-PCR, immuncitokémia (a dolgozatban
bemutatott immunfestések negativ kontrolljai a 13. abran lathatok) és Western-blot
segitségével valasztottuk ki (12A abra, jobb panel, 12B abra és 12C é&bra). A tovabbi
kisérletekhez ezt a sejtklont hasznaltuk (a késdbbi abrakon Trisk 32-ként vagy T32-ként
jeloltiik). Transzfekcios kontrollként iires pcDNA3.1 vektorral transzfektaltunk L6.G8
sejteket. Sem ezekben a sejtekben, sem a transzfektalatlan kontrollban nem volt kimutathato

az endogén Trisk 32 fehérje szintii jelenléte (12A abra, bal panel, 12C 4bra).
A

10m
Kontroll Trisk 32
B K T32 C
Trisk 32 SR K @ T32
471 bp - 2100 [y %)
GAPDH
321 bp —  — 34 kDa - p

12. abra. A Trisk 32 overexpresszi6ja L6.G8 myoblastokban. (A) A Trisk 32 fehérje expresszidja kontroll és
Trisk 32-t tiltermeld L6 sejtekben. A képeket 2 um vastagsagui optikai szeletekbdl vettiik fel. Az eredeti nagyitas
40x volt. (B) Kontroll és transzfektalt sejtekben a Trisk 32 mRNS-ét RT-PCR-ral detektaltuk. GAPDH-t
hasznaltunk kontrollnak. (C) A Trisk 32 overexpresszidjanak fehérje szintli kimutatasara Western-blot analizist
hasznaltunk. (SR — patkany konnyti SR frakcid, K —kontroll L6 myoblastok, @ —iires pcDNA3.1 vektorral
transzfektalt myoblastok, T32 — Trisk 32-t tultermelé L6 myoblastok).
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13. abra. A dolgozatban bemutatott immunfestések negativ kontrolljai. (1) Kontroll és (2) Trisk 32-t
taltermelé L6 myoblastok FITC-cel konjugalt méasodlagos antitesttel és DAPI-val jelolve (negativ kontroll a 12A
abrahoz). (3-4) Kontroll L6 sejtek Cy3-mal és DAPI-val jelolve (negativ kontroll a 17B-hez: 3, és 17A-hoz: 4).
(5) Kontroll L6 sejtek FITC-cel, Cy3-mal és DAPI-val jeldlve (negativ kontroll a 16A ébrahoz). (6) Kontroll
C2C12 sejtek Cy3-mal és DAPI-val jelolve (negativ kontroll a 24A abrahoz). (7) Kontroll C2C12 myotubulusok
FITC-cel és DAPI-val jeldlve (negativ kontroll a 30. és 31. dbrahoz).

mRNS szinten a Trisk 32 nagyon kis mennyiségben kimutathaté volt a kontroll
sejtekben is (12B abra). Ugyan a PCR reakciohoz hasznalt primerpar a tobbi triadin izoformat
is kimutatja, mégis feltételezhetd, hogy az L6 myoblastokbol izolalt mintdkban csak a
Trisk 32 volt jelen, mivel a tobbi izoforma csak az izomdifferencialédas késobbi szakaszaiban
jelenik meg. A Trisk 32-t overexpresszalod sejtekben jol megfigyelhetd a Trisk 32 erdsebb
mRNS expresszidja. A Western-blot eredményeken a Trisk 32 fehérje szintli expresszidja
kettds savként figyelhetd meg, ahogy ezt az irodalomban is leirtak (Vassilopoulos et al. 2005).
A kontroll és az {iires vektorral transzfektalt sejtekben az endogén Trisk 32 nem volt
kimutathat6 (12C &bra). Az iires és a Trisk 32-t tartalmazd vektorral torténd transzfekciéo nem
befolyésolta a sejtek ¢letképességét (14A abra), azonban azonos mértékben, szignifikansan

crer

tires vektorral transzfektalt, és Trisk 32-t overexpresszaldo L6.G8 myoblastokat hasznaltunk.
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14. abra. A Trisk 32 overexpresszi6janak hatasa az 1.6 myoblastok (A) életképességére és (B) proliferacios
képességére. A zardjelekben feltiintetett szamok a vizsgalt tenyésztdlyukak szamat jelzik.
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A Trisk 32 és az IP; receptor kapcsolodasa

Az IP;R-1, IP;R-II, és IP;R-III (15. &bra) jelenlétét a kontroll és a Trisk 32-t tiltermeld
myoblastokban Western-blottal mutattuk ki. Az IP;R-I és III azonos mennyiségben volt
megtalalhatd a kontroll és transzfektalt sejtekben, mig az IP;R-II egyikbdl sem volt
kimutathat6é. A kapott eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az L6.GS8
myoblastokban az IP;R-III a {6 izoforma.

K T32
250 kDa - = =t PR
250 kDa - IP;R-1I

250 kDa - bb IP;R-IlI

15. abra. Az IP;R altipusainak kimutatasa. Az IP;R-I (fels6 panel), IP;R-II (k6zéps6 panel) és IP;R-III (also
panel) expressziojat kontroll és Trisk 32-t taltermeld sejtekben Western-blottal mutattuk ki.

Bar a Trisk32 és az IP;R kapcsolatat kordbban mar kimutattak a Trisk 32-t
tranziensen overexpresszalo sejtekben (Vassilopoulos et al. 2005), fontos volt, hogy ezt az
altalunk készitett, stabilan transzfektalt sejtvonalon is bizonyitsuk. Stabil overexpresszio
esetén ugyanis az exogénen bejuttatott fehérje elméletben olyan helyeken is jelen lehet, ahol
az endogén fehérje nem expresszalodik. A kettds fluoreszcens jeldléssel, immuncitokémidval
kapott eredmények alatdmasztottak a feltételezést a két fehérje egymas melletti
elhelyezkedésérol (16A abra).
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16. abra. A Trisk 32 és az IP;R kapcsolata. (A) A Trisk 32 (FITC — z6ld) és az IP;R (Cy3 — piros)
kolokalizaciojat mutatd kettds fluoreszcens jelolés kontroll és Trisk 32-t overexpresszalo sejtekben. A kontroll
sejtekben a Trisk 32 nem volt detektalhato. A képeket 1 um vastagsagu optikai szeletekbdl vettiik fel. Az eredeti
nagyitas 40x volt. (B) Az IP;R-III és a Trisk 32 ko-immunoprecipitacidja kontroll (K) és transzfektalt (T32)
sejtekben. 1. és 2. sav: A Trisk 32 és IP;R Western-blottal torténd kimutatdsa a ko-immunoprecipitaciohoz
hasznalt kontroll (1. sav) és Trisk 32-t taltermeld (2. sav) sejtekbdl készitett mintakbdl. 3. és 4. sav: a Trisk 32-
ellenes antitesttel torténd inkubacid €s az azt kovetd disszociacio utdn az immunkomplexeket Western-blottal
vizsgaltuk IP;R-IIT és Trisk 32 ellen termeltetett antitestekkel. A kontroll sejtek immunoprecipitalt mintaiban (3.
sav) sem a Trisk 32, sem az IP;R nem volt jelen. A Trisk 32-t tiltermeld sejtekben (4. sav) jol lathato a Trisk 32
immunoprecipitacidja és ko-immunoprecipitacidja az IP;R III. altipuséval.
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Ezen eredmények tovabbi megerdsitésére ko-immunoprecipitacids vizsgalatot
végeztiink francia kollaboréacios partnereink segitségével. A Trisk 32-elleni antitesttel torténd
immunoprecipitacié utan az immunkomplexeket Western-blottal vizsgaltuk IP;R-III és
Trisk 32 ellenes antitestekkel. A Trisk 32 fehérje jelenléte csak a Trisk 32-t tultermeld
sejtekbdl volt vildgosan kimutathatd (16B éabra, 2. sav). A kontroll sejtekben sem a Trisk 32,
sem a hozza kapcsolédd IP;R nem volt kimutathatdé az immunoprecipitalt mintdkban (16B
abra, 3. sav). A Trisk 32-t taltermeld sejtekbdl készitett mintdkban a Trisk 32
immunoprecipitacidja, €s a hozza kapcsolddo és vele ko-immunoprecipitalédd IPsR-III is jol

megtigyelhetd volt (16B abra, 4. sav).

Az IP; utvonalban részt vevo membranreceptorok kimutatasa

Az irodalomb6l ismert, hogy az L6 sejteken megtaldlhatok olyan sejtfelszini
receptorok, melyek az IP; tvonalat aktivalhatjak (pl. Teti et al. 1993, Miyata et al. 1998), am
ezek a hivatkozasok egyik esetben sem az L6.G8 altipusra vonatkoztak. Miel6tt belekezdtiink
a funkcionalis [Ca*"]; mérésekbe, immuncitokémia segitségével igazoltuk, hogy az aktivalni
kivant V1a vazopresszin receptorok (17A abra) és a B2 bradykinin receptorok (17B 4abra) a

rendelkezésiinkre all6 L6.G8 sejtvonalon is megtalalhatoak.
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17. abra. A bradykinin és AVP receptorok jelenlétének kimutatasa. (A) Az AVP receptor Vla altipusa, és
(B) a B2 bradykinin receptor jelenlétét kontroll L6 myoblastokon immuncitokémiaval mutattuk ki. Az AVP és
B2 receptorokat Cy3 (piros) masodlagos antitesttel tettilk lathatova, a magokat DAPI-val jeloltik (kék). A
képeket 2 pm vastagsagu optikai szeletekbdl vettiik fel. Az eredeti nagyitas 40% volt.

A Trisk 32 overexpressziojanak hatasa az IP;R miikodésére

A Trisk 32 overexpresszionak az IP;R miikddésére, és a sejtek Ca’’-homeosztazisara
gyakorolt szabalyoz6 hatasanak kimutatdsara konfokalis mikroszkoppal készitettiink line-scan
felvételeket. Az IP; utvonalat extracellularis Ca®" hidnyaban, 0,1 pM AVP lokalis
adagolasaval aktivaltuk. Az AVP altal kivaltott Ca®"-tranziensek amplitidoja (18D 4bra)
szignifikansan magasabb volt (p<0,01) a Trisk 32-t taltermeld sejtekben (3,25+0,23, n=34,
F/Fo-ként kifejezve; 18C é&bra), mint a kontroll (1,45+0,17, n=21; 18A d&bra) és az {ires
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pcDNA3.1 vektorral transzfektalt (2,02+0,23, n=25; 18B abra) myoblastokban. A tranziensek
amplitiddja nem kiilonbozott szignifikdnsan (p>0,05) a kontroll és az iires vektorral
transzfektalt sejtek kozott (18D éabra). E kisérletek, valamint munkacsoportunk korabbi
eredményei (Fodor et al. 2008) alapjan megallapitottuk, hogy az iires vektorral torténd
transzfekcid nem befolyasolja az IP; utvonalat, ezért a tovabbi kisérletek tobbségében csak a

nem transzfektalt sejteket hasznaltuk kontrollnak.

A D, (34)
| ———— 5
1 < 5]

[T
255 = (25)
T 2 2{ @
0,1 uM AVP E. T
<

Kontroll @-vektor Trisk 32

zI

0.1 |.LM AVP I:I Kontroll

®) B Trisk 32

200

100

@)
AlCa?*]; (nM)

0
0,1 uM AVP XesC 0uM 50 uM

18. dabra. A Trisk 32 és az IP;R funkcionalis kapcsolata I. [Ca”']. hidnyaban, 0,1 pM AVP altal kivéltott Ca*'-
tranziensek line-scan felvételei (A) kontroll, (B) iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt, és (C) Trisk 32-t
tultermelé myoblastokon. A képek alatti gorbék a Fluo-4 fluoreszcencia valtozasat jelzik a line-scan felvételeken
nyilakkal jelzett vonalakban, a hattér-fluoreszcencidhoz (F/F0) képest. A vizszintes és fliggdleges kalibraciok
mindharom abran azonosak. (D) A tranziensek amplitidoinak Osszesitett adatai. (E) 1 o6ran keresztiil tarto,
50 uM Xestospongin C-vel (XesC) torténd eldkezelés hatasa a 0,1 uM AVP altal kivaltott Ca*'-tranziensek
amplitadojara [Ca®"], hianyaban. Itt és az Gsszes ezt kovetd abran a csillag (*) a kontroll és a vizsgélt fehérjét
(jelen esetben a Trisk 32-t) tultermeld sejtek kozti szignifikans kiilonbséget jeloli. Az adatok az atlagokat + az
atlagok standard hibajat (SE) mutatjak. A paragrafusjelek (§) az iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt sejtekhez
(az abrakon Q-vektorként jeldlve) viszonyitott szignifikans kiilonbséget jelolik. A kettds kereszt (#) szignifikans
(p<0,05) valtozast mutat a XesC jelenlétében és hidnyaban nyert adatok kozott. A zardjelekben feltiintetett
szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

Ahhoz, hogy igazoljuk, hogy az AVP altal kivaltott Ca”’-jelek valdban az IP;
utvonalon keresztiil jonnek 1étre, kontroll és Trisk 32-t tultermeld sejteket 1 6ran keresztiil
eldkezeltiink 50 uM Xestospongin C-vel (XesC; De Smet et al. 1999, Oka et al. 2002), az
IP;R gatloszerével, majd fluoreszcens [Ca’’]; méréseket végeztiink 0,1 pM AVP lokalis
adagolasaval, [Ca®"]. hianyaban. A XesC jelenléte szignifikansan lecsokkentette az AVP éltal

kivéltott Ca*"-tranziensek amplitudéjat a kezeletlen kontroll (107410 nM, n=25 XesC nélkiil,



és 57£7 nM, n=11 XesC jelenlétében, p<0,01; 18E abra) és a kezeletlen Trisk 32-t tultermeld
(179414 nM, n=9 XesC nélkiil, és 106131 nM, n=9 XesC jelenlétében, p<0,05, 18E &bra)
sejtekben megfigyelthez képest. Ez tisztan alatdmasztja az IPsR-ok részvételét az AVP altal

kivaltott Ca**-felszabadulasban.
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19. abra. A Trisk 32 és az IP;R funkcionalis kapcsolata II. (A) 20 uM bradykinin altal kivéltott Ca*'-
tranziensek reprezentativ gorbéi [Ca®']. jelenétében (felsé panelek) és hianyaban (alsé panelek) kontroll és
Trisk 32-t taltermeld sejtekben. A tranziensek (B) amplitaddja, és (C) a felszalld szaruk meredeksége. A kettds
kereszt (#) szignifikans (p<0,05) valtozast mutat az [Ca’'], jelenlétében és hidnyaban nyert adatok kozott. A
zarojelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

Azt bizonyitand6, hogy a Trisk 32-t taltermeld sejtekben megfigyelt nagyobb Ca®'-
tranziensek nem csak az AVP éaltali aktivaciora kovetkeznek be, az IP; utvonal egy masik
agonistajanak hatasait is megvizsgaltuk. Ebben az esetben 20 uM bradykinint (BK)
hasznaltunk az IP; utvonal aktivaldsara kontroll és transzfektalt myoblastokban. A mérések
reprezentativ gorbéit a 19A 4dbran mutatjuk be. A kisérletek egy részében 1,8 mM [Ca®'].-t
hasznaltunk a fiziolégiashoz kozelebb esd koriilmények megteremtése érdekében, mig mas
kisérletekben 0 mM [Ca® ]t hasznaltunk, hogy az extracellularis Ca**-belépés zavard hatasa
nélkiil tudjuk vizsgalni az SR-b8l torténd Ca**-felszabadulast. Normal, 1,8 mM Ca**-tartalmi
Tyrode-oldatban szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd a kontroll és Trisk 32-t taltermeld
sejtek kozott mind a BK altal kivaltott Ca®*-tranziensek amplitudéjaban (76+12 nM, n=23
kontrollban, és 426184 nM, n=27 Trisk 32-t tiltermeld sejtekben, p<0,01, 19B 4bra), mind a
felszalld szaruk meredekségében (3,3£1,1 nM/s kontrollban, és 35,1£9,6 nM/s Trisk 32-t
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taltermeld sejtekben, p<0,01, 19C abra). A két sejttipus kozott extracellularis Ca** hianyaban
1s megmaradt a szignifikans kiilonbség az amplitidoéban (97£29 nM, n=31 illetve 21741 nM,
n=21, p<0,02; 19B dabra), azonban a felszall6 szar meredekségében mar csak az eldzd
tendencia volt megfigyelhetd (8,7£3,5 nM/s illetve 18,9+4,5 nM/s, p=0,08; 19C dabra).
Megemlitendd, hogy ezek a kiilsnbségek nem a nyugalmi [Ca®]; novekedésének
koszonhetdek, ugyanis az Iényegében azonos volt a kontroll és transzfektalt sejtekben
(73£2 nM, n=31 illetve 7412 nM, n=21, p>0,9) [Ca2+]e hianyaban. Szintén emlitésre érdemes,
hogy a BK és az AVP altal kivaltott Ca®'-tranziensek amplitadoja [Ca*']c-mentes
koriilmények kozott hasonld volt a kontroll (97£29 nM, n=31 a BK, és 107210 nM az AVP
altal kivaltott tranziensek esetén, n=25, p>0,5) és a transzfektalt (217+41 nM, n=21 a BK, ¢és

179+14 nM, n=9 az AVP altal kivaltott tranziensek esetén, p>0,5) sejtekben egyarant.
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20. abra. Az IP;R-ok kozvetlen aktivalasa thimerosallal. (A) 50 uM thimerosal éltal, [Ca®']. hidnyaban
kivéltott Ca*'-tranziensek reprezentativ gorbéi kontroll, iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt, és Trisk 32-t
tultermeld sejtekben. A tranziensek (B) amplitiddja, és (C) a felszallo szaruk meredeksége. A zarojelekben
feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

Az AVP ill. BK altal kivaltott Ca’'-tranziensek erésddését a Trisk 32-t

overexpresszalo sejtekben az IP;R megvaltozott miikodése — fokozott csatorna konduktancia
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vagy fokozott IP;-irdnti érzékenység— ¢€s a raktariiriilést kiséré modosult SOCE is
magyarazhatja. Az IP;R-ok konduktancidjanak Osszehasonlitdsdhoz a receptorokat 50 uM
thimerosal lokalis adagolasaval, kozvetleniil aktivaltuk. A szer hatasara az [Ca’']; szamottevd
latenciaval, lassan emelkedett a kontroll, {ires vektorral transzfektalt és Trisk 32-t tultermel6
sejtekben egyarant (20A 4&bra). Az Osszesitett adatok arra utaltak, hogy ezek a Ca®'-
tranziensek lényegében egyformak (p>0,8) voltak mind az amplitudojukat (84,2+5.4,
82,7474, illetve 83,1+4,8 nM; 20B 4bra), mind a felszall6 szaruk meredekségét illetden
(0,26+0,04 a kontroll, 0,25+0,01 az tires vektorral transzfektalt, és 0,27+0,04 nM/s a Trisk 32-
t tultermeld sejtekben; 20C abra).

A Trisk 32 overexpressziojanak hatasa a SOCE-ra

A Trisk 32 overexpresszid0 SOCE-ra gyakorolt hatdsat biokémiai és funkcionalis
vizsgélatokkal mutattuk ki. A SOCE fobb részvevoinek expresszidvaltozasat Western-blot
segitségével vizsgaltuk. A STIMI expresszidja (21A é&bra) a transzfektalt sejtekben
szignifikansan (p<0,01), a kontroll 48+7%-ara csokkent (21C é&bra). A TRPCI1 expresszidja

nem valtozott a Trisk 32 overexpresszid hatasara (21B, C dbra).
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21. abra. A Trisk 32 tultermeltetés hatasa a raktar altal vezérelt Ca2+-belépés (SOCE) f6 résztvevoire. A
(A) STIMI, és (B) TRPC1 fehérjék expressziojanak kimutatdsa kontroll (K) és Trisk 32-t taltermeld (T32)
sejtekben. 100-100 pg fehérjemintat hasznaltunk a Western-blot kisérletek mindegyik savjahoz. (C) A Western-
blot eredmények kvantitativ elemzése (atlag = SE).

A STIM1 expressziocsokkenésének és a Trisk 32 overexpresszidjanak a SOCE-ra
gyakorolt hatasat fluoreszcens [Ca”’]; méréssel vizsgaltuk, az irodalomban széles korben
alkalmazott protokoll szerint (Bird et al. 2008). Ezek alapjan a SERCA pumpdakat
kalciummentes kozegben, 2 uM thapsigarginnal (TG) gatoltuk. A belsd raktarbol a kalcium a
RyR-on és az IP;R-on keresztiil “kicsorgott”, ezaltal az SR kalciumraktara kiiiriilt, és a SOCE
mechanizmus aktivalédott. Amikor a normal 1,8 mM [Ca2+]e-t visszaallitottuk, a SOCE

mérhetdvé valt. Méréseink alapjan a kontroll (22A ébra, fels panel) és a transzfektalt (22A
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abra, alsé panel) sejtekben a SOCE-t kiséré Ca”-tranziens amplitadoja (p>0,4; 105+18 nM,
n=22 ¢és 126122 nM, n=21; 22B 4&bra), és felszalld szaranak meredeksége (p>0,2;
0,8+0,2 nM/s és 1,4+0,4 nM/s; 22C abra) nem kiilonbozott szignifikdnsan.
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22. abra. A Trisk 32 tiltermeltetés funkcionalis hatasa a SOCE mechanizmusra. (A) 4-4 kiilonallo
tenyészet reprezentativ gorbéi, amelyek a SOCE mechanizmus sorédn bekovetkez6 [Ca®']; valtozasokat mutatjak
a normal (1,8 mM) [Ca®], visszadllitasat kovetéen, kontroll és Trisk 32-t overexpresszalo sejtekben. A belsé
Ca®'-raktarakat 2 pM thapsigargin (TG) segitségével iiritettik ki [Ca®']. hidnydban. A SOCE-t kiséré Ca®'-
tranziens (B) amplitadéjanak, és (C) felszallasi meredekségének atlagai a kiilsé Ca®" visszaadasa utan. (D) A
thapsigargin altal kivaltott Ca*'-tranziensek gorbe alatti teriilete és amplitidéja. A zardjelekben feltiintetett
szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

Az elébbi mérések lehetéséget adtak az SR Ca®'-tartalmanak vizsgalatara is. Kontroll
és Trisk 32-t taltermeld sejtekben Gsszehasonlitottuk a TG altal kivaltott Ca®'-tranziensek
paramétereit. Sem a TG altal kivaltott tranziensek integralja (p>0,8; 27,0+3,1 mM-s, n=7 ¢és
28,7+4,5 mM:s, n=15), sem az amplituddja (p>0,1; 146+19, n=7 és 199+25, n=15) nem

valtozott meg szignifikansan az overexpresszio hatasara (22D abra).
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A Trisk 32 overexpressziojanak hatasa a RyR miikodésére

Ahhoz, hogy kizdrjuk a RyR-ok részvételét a fentebb leirt jelenségekben, 30 mM
koffein adagolasaval valtottunk ki a RyR-okon keresztiil Ca®-felszabadulast (23A 4bra). A
sejteknek csak a 2/3-a reagalt koffeinre (19 kontroll a vizsgalt 31-bdl, és 20 transzfektalt a
vizsgalt 30-bol), emellett a RyR expresszioja sem volt kimutathatd Western-blot segitségével
(23C abra), ami arra utal, hogy csak minimalis mennyiségii receptor volt jelen és miikodott
ezeken a sejteken. A tranziensek amplitiddja —ahol ilyen tranziensek egyéaltalan
megfigyelhetéek voltak — nem kiilonb6zott szignifikansan a kontrollhoz képest a Trisk 32-t
tultermeld sejtekben (p>0,3; 61£7 nM, n=19 a kontrollban, és 53+6 nM, n=20 a Trisk 32-t
tultermeldben; 23B 4bra).
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23. abra. A Trisk 32 overexpressziéjanak funkciondlis hatisa a rianodinreceptorokon (RyR) keresztiil
bekovetkezé Ca**-indukalt Ca**-felszabadulasra (CICR). (A) A RyR agonista 30 mM koffein altal kivaltott
Ca*'-tranziensek reprezentativ gorbéi kontroll és Trisk 32-t tultermeld L6 sejtekben. (B) A koffein altal kivaltott
Ca*'-tranziensek amplitadoi a két sejttipusban. (C) A RyR expresszioja pozitiv kontrollként hasznalt patkany
négyfejli combizom SR frakcidjaban (1. sav), kontroll L6 sejtekben (2. sav), és Trisk 32-t taltermelé L6
sejtekben (3. sav). (D) A Trisk 32-t taltermelé sejteken, 1,8 mM [Ca®'], jelenlétében, 20 uM bradykinin altal,
illetve [Ca®']. hianyaban, 0,1 uM AVP altal kivéltott Ca®'-tranziensek amplitidoi a RyR antagonista 10 uM
rianodin hianyaban és jelenlétében. A zarojelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, hogy a bradykinin altal, 1,8 mM [Ca*']. jelenlétében
kivaltott Ca®"-tranziensekb6é]l mekkora részesedése van a RyR-okon keresztiil megvalésulo

Ca*"-indukélt Ca**-felszabadulasnak (CICR), a RyR-okat 10 uM rianodinnal blokkoltuk, és
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emellett 20 uM bradykinint adagoltunk lokalisan a Trisk 32-t overexpresszalo sejtekre, hogy
az IP; utvonalat aktivaljuk. A bradykinin altal kivaltott tranziensek amplitiddja rianodin
jelenlétében alacsonyabb volt, mint az antagonista nélkiil, de a kiilonbség nem bizonyult
szignifikansnak (p>0,1; 275+26 nM, n=21 rianodinnal, és 426184 nM, n=27 rianodin nélkiil,
Trisk 32-t overexpresszald sejteken; 23D ébra). Hasonld eredményeket kaptunk [Ca®]e
hianyaban is, amikor 10 uM rianodin adagolasa utan 0,1 pM AVP-vel véltottunk ki Ca*'-
tranzienseket. Habar a tranziensek amplitaddja ebben az esetben is kis mértékben alacsonyabb
volt rianodin jelenlétében, mint a nélkiil, a kiilonbség itt sem bizonyult szignifikdnsnak

(179£14 nM, n=9 rianodin nélkiil és 132423 nM, n=9 a jelenlétében, p>0,1; 23D 4bra).

56



I1. A TRPC1 overexpressziojanak hatasai

Sejttenyésztés és transzfekcio

A TRPCI overexpresszidjanak hatasait egér vazizom eredetli sejtvonalon vizsgaltuk.
A csatorna endogén expresszidjat kontroll C2C12 izomcsdveken RT-PCR-ral,
immuncitokémiaval, és Western-blottal is ki tudtuk mutatni (24A &bra, bal panel, 24B, C

abra).

Kontroll TRPCA1
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24. abra. A TRPC1 overexpressziojanak kimutatasa C2C12 myotubulusokban. (A) A TRPCI1 fehérje
immuncitokémiai jelolése kontroll és TRPCl-et tiltermeld C2C12 vazizom-tenyészetekben. A képeket 1 um
vastagsagu optikai szeletekbdl vettiik fel. Az eredeti nagyitas 40x volt. (B) A TRPC1 mRNS szintii expressziojat
RT-PCR-ral mutattuk ki. Kiilonb6z6 transzfektalt klonokbol és szovetekbdl nyert mintakat hasonlitottunk dssze
(K — kontroll C2C12 sejtek, Klon 1 és Klon 8 —kiilonboz6 mértékben transzfektalt C2C12 sejtklonok, izom —
egér vazizom, agy — egér agy). GAPDH-t hasznaltunk kontrollként. (C) A TRPCI overexpresszidjanak fehérje
szintli kimutatasara Western-blot analizist végeztiink. A stabil transzfekciohoz hasznalt plazmidrol a 87 kDa-os
human izoforma expresszalodott. (D) A kontroll és transzfektalt myotubulusokon kapott RT-PCR és Western-
blot eredmények kvantitativ elemzése. Itt és az Osszes ezt kovetd abran a csillag (*) a kontroll és a vizsgalt
fehérjét (jelen esetben a TRPCl-et) tiltermeld sejtek kozti szignifikdns kiilonbséget jeloli. Az adatok az
atlagokat + az atlagok standard hibajat (SE) mutatjak.

A TRPC1 fehérje szintézisét pcDNA3.1 plazmid-vektor rendszer segitségével
fokoztuk. A transzfekcié utan a sejteket geneticinnel szelektaltuk, €s a 2 hetes szelekcio végén
14 egyedi sejtklont izolaltunk. Az ezekbdl differencialtatott izomcsdvekben a fehérje stabil

overexpressziojat immuncitokémidval ellendriztiik (24A 4abra, jobb panel). A fehérje a
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membran kozelében leginkdbb a transzfektalt sejtekben, mig a citoplazmaban mind a kontroll,
mind a transzfektalt sejtekben megfigyelhetd volt. Az overexpresszid hatékonysdgat mRNS
(24B abra) és fehérje (24C 4abra) szinten is ellendriztiik azért, hogy ki tudjuk valasztani a
fehérjét legnagyobb mértékben tultermeld sejtklont. Az RT-PCR reakciokat human és egér
TRPC1 mRNS szekvencidkat hasznalva végeztilk. Azonositottuk a megfeleldé méretii
amplimereket, ami alapjan a plazmidrol torténd overexpressziod jol felismerhetd volt a 8.
szamu sejtklonban. A késObbi vizsgéilatokhoz ezt a klont hasznaltuk. Western-blot
segitségével is megerdsitettik a TRPC1 fehérje szintli overexpresszidjat az emlitett
sejtklonban. Az eredmények kvantitativ elemzése szignifikans, 244%-os (p<0,01) novekedést
mutatott ki a TRPC1 fehérje expressziojaban a nem transzfektalt sejtekhez képest (24D abra).
A TRPCI1 expresszio kisebb mértékii valtoztatdsanak hatdsat két masik sejtklonon (11. és 10.
klon; 28A 4bra) vizsgaltuk. A funkcionalis mérésekhez kontroll és TRPCl-et

overexpresszalo, differencialtatott, 5 napos izomcsoveket hasznaltunk.

Apoptozis és életképesség vizsgalata

A TRPCI overexpresszio apoptozis-indukald hatdsanak kideritéséhez egy 96 lyuku
tenyésztéedény 9-9 lyukdban kontroll és TRPCl-et tultermeld C2C12 izomesdvek
mitokondrialis membranpotencialjat hataroztuk meg, MitoProbe DilCi(5) Assay Kit
segitségével (25A ébra).
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25. abra. A TRPCI1 tultermeltetés hatasa a sejtek életképességére. (A) Az apoptdzis mértékének vizsgalata a
mitokondrialis membranpotenciadl megsziinésének mérésével. CCCP-t hasznaltunk pozitiv kontrollként. (B) A
sejtek életképességének meghatdrozasa. A kontroll és TRPCl-et tultermeld sejteket MTT assay segitségével
hasonlitottuk dssze.

Az apoptozis pozitiv kontrolljaként mindkét sejttipusbol tovabbi 3-3 tenyésztdlyukat
CCCP nevi protonoforral kezeltink. A TRPCl-et taltermelé myotubulusokban a
mitokondrialis membranpotencial nem csokkent szignifikansan a kontrollhoz képest, ami arra

utal, hogy a TRPCI overexpresszidja nem fokozza az apoptdzis mértékét ezekben a
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tenyészetekben. A sejtek életképességének meghatarozasdhoz MTT assay-t hasznaltunk (25B
abra). 570 nm-es hulldmhosszon mérve, az abszorbancidban mutatkoz6 kiilonbség nem
bizonyult szignifikdnsnak a két sejttipus kozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a

TRPCI tultermeltetése nem befolyasolja a sejtek életképességét.

A TRPCI tiltermeltetésének hatisa a SOCE-ra és a Ca’ -homeosztézisra

Funkciondlis mérésekkel eldszor azt vizsgaltuk, hogy a fehérje overexpresszidja
megvaltoztatja-e az izomesdvek SOCE mechanizmusat. Ehhez a sejtek belsé Ca®'-raktarat
Ca”*"-mentes Tyrode-oldatban 4 uM thapsigarginnal kiiiritettiik, majd a normal, 1,8 mM-os
[Ca®"]. visszaallitasa utan kontroll (26A 4bra) és transzfektalt (26B abra) myotubulusokban

mértiik az [Ca®']; valtozasat.

Kontroll TRPC1
E L
c
o
w0
100s
4uM TG __ 4AuMTG I
1.8 mM [Ca2*], 1,8 mM [Ca?¥,
4 M TG + 1 uM YM-58483 4 uM TG + 1 uM YM-58483
1,8 mM [Ca?"], - 1.8 mM [Ca?*],

26. abra. A SOCE funkcionalis vizsgalata terminalisan differencialédott C2C12 myotubulusokban. A
sejtek belsd Ca®'-raktarat 4 uM thapsigargin (TG) segitségével tritettik ki [Ca’']. hidnyaban. A normaél
(1,8 mM-os) [Ca®"]. visszaallitasa utan a SOCE-t jelz6 [Ca®']; valtozasokat mértiik (A) kontroll, és (B) TRPCI-
et taltermelé myotubulusokban. 5-5 fiiggetlen tenyészeten végzett mérés reprezentativ gorbéi. (C) Kontroll és
(D) transzfektalt C2C12 myotubulusokat thapsigargin adagolasa kdzben egy TRPC gatloszerrel, YM-58483-mal
kezeltiink eld, majd mértiikk a SOCE-t. 5-5 fiiggetlen tenyészet reprezentativ gorbéi.

A TRPC1 overexpresszio kovetkezményeként a SOCE-t kiséré Ca*'-tranziens
amplituddja (129+6 nM, n=14 a kontroll, és 210+19 nM, n=24 a TRPCIl-et overexpresszald
sejtekben; 27D abra) és felszalld szaranak meredeksége (3,7+0,6 nM/s, n=20 a kontrollban, és
6,1£0,7 nM/s, n=24 a TRPCl-et taltermeld sejtekben; 27C dabra) szignifikansan nétt a
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transzfektalt izomcs6vekben. Ez azt bizonyithatja, hogy tobb TRPC1 Ca*"-csatorna 4ll a

sejtek rendelkezésére az extracellularis Ca®" felvételéhez.
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27. 4abra. Az [Ca’); valtozasok jellemz6é paraméterei kontroll és TRPCl-et tiltermelé C2C12
myotubulusokban. (A) A nyugalmi Ca**-koncentracié ([Ca']; nyugalmi) €rtékei. (B) A thapsigargin altal kivaltott
Ca*'-tranziensek amplitidojanak GOsszesitett adatai [Ca’'], hidnyaban. A SOCE-t kiséré Ca’'-tranziens (C)
felszallo szardnak meredeksége illetve (D) amplitidoja a normal (1,8 mM-os) [Ca®"]. visszaallitisa utdn. Az
abrakon az 1 pM YM-58483 jelenlétében nyert adatokat is feltiintettiik. A kettds kereszt (#) szignifikans
(»<0,01) valtozast mutat az YM-58483 jelenlétében és hianyaban kapott adatok kozott. A zardjelekben
feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

Ezzel ellentétben az iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt myotubulusokban a SOCE
a kontrollhoz hasonl6d nagysagu volt (3,0+0,3 nM/s, n=12 a felszallo6 szar meredeksége, €s
155+10 nM, n=13 az amplitad6; 28D, E 4abra; p>0,3). A TRPCl-et kisebb mértékben
tultermeld sejtklonokban (11. és 10. klon; 28B, C abra) a SOCE nagysaga a TRPCI1
expresszio mértékével korrelalt. A 11-es kloénban a SOCE-t kiséré Ca®'-tranziens felszallo
szaranak meredeksége hasonld volt (3,3£0,4 nM/s, n=14) az iires vektorral transzfektalt
sejtekben mértekhez, és szignifikansan alacsonyabb volt a TRPCl-et tultermeld (8. klon)
sejtekéhez képest. A 10. klonban (5,4+0,3 nM/s, n=7) masrészrél nem kiillonbozott
szignifikansan (p>0,05) a TRPCl-et taltermeld sejtekhez képest, ellenben szignifikdnsan

nagyobb volt, mint az iires vektorral transzfektalt sejtekben (28D 4abra).
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28. abra. A TRPC1 Kkiilonb6z6é mértékii overexpresszidjanak hatisa a SOCE mechanizmusra. (A) A
TRPC1 expresszi6 Western-blottal torténé kimutatdsa a transzfektalt klonokban. A legnagyobb mértéki
overexpressziot a 8. klonban figyelhettik meg, igy a dolgozatban ismertetett tobbi kisérletben ezt a klont
hasznaltuk (a tobbi abran TRPC1-ként hivatkozunk ra). A 10. és 11. klonon végzett kisérletek eredményei ezen
az 4bran keriilnek bemutatasra. A SOCE mechanizmussal egyiitt jaré [Ca®']; valtozasok reprezentativ gorbéi a
(B) 11. klonban és a (C) 10. klénban. A SOCE (D) felszallasi meredeksége és (E) amplitidéja a TRPCl-et
kiilonb6z6 mértékben taltermeld myotubulusokban. A csillagok (*) a szignifikans kiilonbséget (p<0,05) jeldlik a
kontroll, a paragrafusjelek (§) az iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt (a jelmagyarazatban @3-vektorként
jelolve), az ,,and” jelek (&) a TRPCl-et tiltermel6 (8. klon) sejtekhez képest. A zarojelekben feltiintetett szamok
a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

A nyugalmi [Ca*'}; a kontroll és TRPCI-et tultermeld sejtekben kozel azonos (p>0,2)
volt (73,0£1,6 nM, n=40 a kontrollban, és 76,8+3,1 nM, n=32 a TRPCl-et overexpresszald
sejtekben; 27A abra). Rdadasul a thapsigargin altal kivaltott Ca®"-tranziensek amplitadéjaban
sem volt szignifikdns kiilonbség (p>0,1; 96,4+15,9nM, n=18 a kontrollban, ¢és

126,8+15,8 nM, n=15 a TRPClI-et tultermeld izomcsdvekben; 27B 4bra), ami arra utal, hogy

az SR Ca”"-tartalma nem valtozott a TRPC1 overexpresszidjanak hatasara.
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Amikor a kontroll (26C dabra) és a transzfektalt (26D dabra) izomcsoveket a
thapsigargin adagolasaval egy iddben a TRPC inhibitor YM-58483-mal (4-methyl-40-[3,5-
bis(trifluoromethyl)-1Hpyrazol-1-yl]-1,2,3-thiadiazole-5-carboxanilide) kezeltik, a SOCE
tulajdonsagaiban mutatkozé kiilonbségek nem csak megsziintek, hanem a SOCE
kialakulasdnak sebessége a TRPCl-et taltermeld izomcsdvekben még a kontrollnal is
alacsonyabb volt. A szer szignifikinsan lecsokkentette (p<0,05) a SOCE-t kiséré Ca*'-
tranziens felszalld szardnak meredekségét mind a kontroll, mind a transzfektalt sejtekben
(1,8+0,3 nM/s, n=19 az eldbbinél, és 1,1+0,2 nM/s, n=16 az utdbbindl), és amplitidojat a
transzfektalt sejtekben (88,5+7,5 nM, n=16) a nem kezelt sejtekhez viszonyitva. Az anyag
jelenlétében a SOCE kis mértékben, de nem szignifikansan, kisebb volt a TRPCl-et
tultermeld sejtekben a kontrollhoz képest, ami ezekben a sejtekben a STIM1-Orail rendszer

csokkent miikodésére utalhat (27C, D ébra).

2+ ) ’ r” ’ 4 s ’ . ry.
A Ca’ -homeosztazishan részt vevo egyéb fehérjék expressziojanak és funkciondlis

aktivitasanak valtozasa

Ahhoz, hogy az el6z6 feltevést bizonyitsuk, a Ca® -fliggé jelatviteli utvonalakban részt
vevd fontosabb fehérjék expressziovaltozdsat Western-blottal vizsgaltuk. Eredményeink
alapjan a STIM1 és a SERCA expresszioja szignifikansan csokkent, mig az aktin, az Orail, a
RyR ¢és a calsequestrin expresszidja nem valtozott (29A dbra). Ezt az eredmények kvantitativ

analizisével is megerdsitettiik (29B éabra).
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29. abra. A Ca**-homeosztazisban résztvevé egyéb fehérjék kimutatasa. (A) A Ca’'-jelatvitelben résztvevé
egyéb fehérjék expresszidjat Western-blottal, teljes sejt lizdtumokbol (50 pg savonként; K —kontroll, T —

TRPCl-et taltermeld C2C12 myotubulusok) mutattuk ki. (B) A kontroll és transzfektalt sejteken kapott
Western-blot eredmények kvantitativ analizise (atlag = SE).

A STIM1 (30A abra) és az Orail (30B abra) expresszidjat, valamint a raktariiriilés
utan a STIM1 aggregaciojat (31. dbra) immuncitokémiaval is kimutattuk. A 31C éabran jol
lathato, hogy TRPCl-et tultermeld sejtekben a csdkkent mennyiségli STIM1 is képes
punktakba rendezddni, és ezaltal a SOCE-t aktivalni.

A Kontroll

30. abra. A Ca’-jelatvitellel o0sszefiiggé fehérjék immuncitokémiai jelolése 5 napos C2C12
myotubulusokban. (A) A STIMI1 expresszioja kontroll (bal panel) és TRPCl-et tiltermeld (jobb panel)
sejtekben. (B) Az Orail expresszidja kontroll (bal panel) és TRPCl-et taltermeld (jobb panel) sejtekben. A
sejtmagokat DAPI-val jeloltiik. A kalibracié mindegyik képen azonos. Az eredeti nagyitas 40x volt.
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A Kontroll B @-vektor C TRPCA1

31. abra. A STIM1 fehérje punktikba rendezédése. A tenyészeteket 30 perces, 4 pM thapsigargin altali
raktariirités utan fixaltuk, majd a STIM1-et FITC-cel jeloltik (zold). A felsé és alsd panelek képei azonos
latotérben lettek felvéve, azonban az alsé paneleken a nagyitas 4x nagyobb. A STIM1 expresszidja (A) kontroll,
(B) iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt, és (C) TRPC1-et tiltermeld myotubulusokban. A sejtmagokat DAPI-
val jeloltiik. A kalibracio mindegyik felsé és mindegyik alsé képen azonos. Az eredeti nagyitas a felsé képek
esetén 40x volt.

A TRPC1 overexpresszio ¢és a fentiek funkcionalis kdvetkezményeinek vizsgalatdhoz
egyedileg (32A, B abra) vagy ismételten (32C, D abra) alkalmazott 120 mM KCl-dal
depolarizaltuk az izomcsoveket, és az igy kivaltott Ca*'-tranzienseket vizsgaltuk. A
tranziensek amplitddjat, az azt meghataroz6 fluxust, a tranzienseket kéveté nyugalmi [Ca™;
valtozast, és a Ca2+-pumpa maximalis transzportkapacitasat (PVy.x) hasonlitottuk Ossze
kontroll (32A, C ébra) és TRPCl-et tultermelé (32B, D 4abra) izomcsdveken. Sem a
tranziensek amplituddja (235+£30 nM, n=16 a kontroll, és 2304+23 nM, n=26 a transzfektalt
sejteknél), sem a fluxusa (188421 uM/s az elébbinél, és 193+14 uM/s az utdbbinal) nem
valtozott szignifikansan (p>0,8) a TRPCl-et taltermeld izomcsdveken (32E abra). Ez arra
utal, hogy sem a RyR-on keresztiili Ca*"-felszabadulés, sem a fesziiltségfiiggé Ca* -csatornak
miikodése nem valtozott. Masrészrl viszont, a tranzienseket kovetben az [Ca®']i
szignifikansan lassabban csokkent — ez kiilondsen az ismételt adagoldst mutatd, hosszabb
idoéskalaju gorbéken volt nyilvanvald (32D 4bra) —, és magasabb alapértékre allt be a
transzfektalt izomcsvekben (a nyugalmi [Ca®']; killsnbsége a tranziensek elétti és uténi
allapot kozott 3,5+0,6 nM volt a kontroll, és 11,0£1,2nM volt a TRPCl-et tultermeld
sejtekben), ami a SERCA pumpak csokkent Ca**-felvevé kapacitasara utal (32F 4bra). Ezt a
PVimax szamoldsaval szamszerisitettiikk (lasd Anyagok és Modszerek), ami — 6sszhangban a

Western-blottal kimutatott SERCA expressziocsokkenéssel — szignifikdnsan (p<0,01)
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csokkent a TRPC1-et taltermeld izomcsovekben (342420 uM/s) a kontrollhoz (465+39 uM/s)

képest.
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32. dbra. A TRPC1 overexpresszi6janak funkcionilis hatisa a depolariziciéo altal kivaltott Ca™'-
tranziensekre. (A, B) Egyszeri, vagy (C, D) ismételt 120 mM KCI adagolasa altal kivaltott Ca*"-tranziensek
reprezentativ gorbéi (A, C) kontroll, és (B, D) TRPCl-et tultermelé C2C12 myotubulusokon. (E) A Ca®'-
tranziensek amplitaddja és a maximalis Ca®"-fluxus (a sejtekbe 1 masodperc alatt belépé Ca>" mennyisége)
kontroll és TRPCl-et tiltermelé myotubulusokban. (F) A tranziensek utani nyugalmi Ca*'-szint, és a SERCA
pumpa aktivitasanak megvaltozasa kontroll és TRPCl-et tultermeld myotubulusokban. A KCI altal kivaltott
Ca®'-tranzienseket YM-58483-mal kezelt TRPCl-et tiltermelé sejtekben is megvizsgaltuk. A csillag (*) a
kontroll és a TRPC1-et tultermeld sejtek kozti, mig a kettds kereszt (#) az YM-58483 jelenlétében és hianyaban
kapott adatok kozti szignifikans kiilonbséget jeloli. A zardjelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat

jelzik.

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a vazizomtenyészetek ismételt KCl-os

depolarizaciora egyre ndvekvéd amplitadoju Ca®*-tranziensekkel vélaszolnak (Szappanos et al.
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2004). Ezt az extracellularis Ca’" bedramldsaval, és ezaltal az SR Ca’'-telitettségének
novekedésével magyaraztdk. A TRPCl-et tiltermeld sejtekben azonban az ismételt KCl-
stimul4cié nem okozta a Ca’'-tranziensek novekedését (33. abra), ami szintén a SERCA
aktivitas csokkenésének kozvetlen kovetkezménye lehet. Ezek alapjan, a depolarizacié soran
bearamlé Ca®"-nak csak kisebb része szallitodik az SR-be, igy az SR Ca’"-tartalma nem né az

egyes tranziensek utan.

14)
(14)
300 |
_ (14) [ L(n) (11) (10)
=
c
200 -
) 2l g g
- I3 %)
0
Kontroll TRPC1

33. abra. Ismételt 120 mM KCI adagolasa altal kivaltott Ca**-tranziensek amplitidéi. A haromszori KCI
adagolas 1., 2., és 3. Ca*"-csticsainak amplitadoi. A kontroll sejtek esetén megfigyelt tendencidzus novekedés a
TRPCl-et tiltermeld sejtekben a SERCA expresszié csokkenése miatt elmaradt. A zardjelekben feltiintetett
szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

A tranzienseket kdvetd magasabb nyugalmi Ca®’-szint fennmaradasanak masik oka a
TRPCI csatornikon keresztiil esetlegesen ,,becsorgd” Ca®" lehet. Ennek a vizsgalatihoz a
TRPCl-et taltermeld izomcsdvekben a csatorndkat YM-58483-mal gatoltuk (32F é&bra). A
tranzienseket kovetd nyugalmi [Ca®']; magasabb volt, mint a kontroll sejtekben, azonban igy
is szignifikansan alacsonyabb volt (7,3+1,1 nM, n=26), mint az YM-58483 kezelést nem
kapott transzfektalt sejtekben. Ez a TRPC1 csatorndkon keresztiil torténd ,,Ca*"-csorgds”
részleges szerepét jelezheti. Azt az elgondolast, hogy inkdbb a TRPCl-en keresztiili ,,Ca*'-
csorgas” a felelSs a tranzienseket koveté megemelkedett [Ca®']i-ért, az is megerGsitette, hogy
az YM-58483-mal kezelt, TRPCl-et tultermeld sejtekben a PV, hasonldé volt
(49624 uM/s), mint a kontroll sejtekben.

A kontroll és a TRPC1-et tultermel6 sejtek differencidalodasanak 6sszehasonlitasa

kontrollhoz képest a differencidlodas sordn (34A, B abra). Azonos koriilmények kozott
tenyésztve, a tobbmagvll izomcsovek késobb jelentek meg (4. nap) és vékonyabb atmérdjiiek
voltak (6. nap, nyilak) a TRPCl-et taltermeld tenyészetekben. Ahhoz, hogy ezeket az
eltéréseket konkrét adatokkal is alatdmasszuk, a tenyésztés mindegyik napjan meghataroztuk

a proliferacios ratat (34C éabra) és a fuzios indexet (34D ébra).
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34. abra. A TRPC1 tualtermeltetés hatisa a tenyészetek differencidlédasara. Differencialodo C2C12 sejtek
reprezentativ felvételei a tenyésztés kiilonbozé napjain. (A) A kontroll és (B) a TRPCl-et taltermeld sejteket
azonos koriilmények kozott tenyésztettiik. A proliferaltatd oldatot a tenyésztés 2. napjan differencialtatd oldatra
cseréltik. A képeket 20x nagyitassal vettik fol. A TRPCl-et tultermeld tenyészetekben a tobbmagva
myotubulusok késobb jelentek meg (4. nap) és vékonyabb atmérdvel rendelkeztek (6. nap, nyilak). (C) A
proliferacios ratat az adott és az el6z6 tenyésztési napon kapott sejtmagszam hanyadosaként szamoltuk kontroll
és transzfektalt sejtekben. (D) Fuzids index, amit a tdbbmagvu myotubulusokban 1évé sejtmagok szdmanak az
Osszes mag szamahoz viszonyitott szazalékaként fejeztlink ki.

Amikor a sejtek tenyésztését megkezdtiik, a kontroll és a TRPCl-et tultermeld sejtek
széma nem kiilonbozott szignifikansan (p>0,2) a tenyésztéedényben. A tenyésztés 2. napjan a
proliferacios rata nem kiilonbozott szignifikansan a transzfektalt tenyészetekben a kontrollhoz
képest (2,7840,16 az eldbbinél, és 2,44+0,13 az utobbinal). Amikor a tdpoldatot lecseréltiik a
differencidlodést eldsegitd tapoldatra, a kontroll tenyészetekben befejezddott a proliferacio, és
a sejtek elkezdtek tobbmagvu izomcsoveket képezni (3. nap). Ezzel szemben a TRPCl-et
tultermeld tenyészetekben a proliferacié egészen a 4. napig folytatddott. A differencialodott
1izomcsOvek aranya a kontroll tenyészetekben a tenyésztés minden napjan magasabb volt, mint
a transzfektaltakban. Ezek az eredmények alatdmasztjak a mikroszkopos megfigyeléssel
kapottakat, miszerint a TRPC1-et taltermeld tenyészetek késébb kezdtek differencialddni, és

vékonyabb izomcsoveket képeztek. Ezt az Osszehasonlitast az lires pcDNA3.1 vektorral
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transzfektalt sejtekkel is végrehajtottuk (az adatokat nem mutatjuk), azonban az emlitett
morfoldgiai valtozasok csak a TRPCl1-et tiltermeld sejtekben voltak megfigyelhetdek.

Azért, hogy e morfologiai valtozasok, és a csokkent differencidlodd képesség
magyarazatat megtalaljuk, Western-blottal vizsgaltuk az NFATI expresszidjat kontroll és
transzfektalt sejtekbol nyert teljes sejt lizatumokban ¢€s sejtmag frakciokban (35A é4bra). Mig a
teljes sejt lizatumokban az NFAT1 expresszidja nem kiilonbozott a két sejttipus kozott, a
sejtmag frakciokban a TRPC1-et tultermeld sejtekben szignifikdnsan kevesebb NFATI volt a
kontrollhoz képest (35B ébra). Ezeket az eredményeket a Rosenberg és munkatdrsai
(Rosenberg et al. 2004) altal kifejlesztett HSP-NRE NFAT-riporter plazmid és X-Gal festés
alkalmazasaval erdsitettilk meg (35C, D abra). Az NFAT aktivitas mértékével ardnyosan a
myotubulusok kékes elszinezddést mutattak. 15 db kontroll és 9 db TRPCl-et taltermeld
myotubulust vizsgaltunk, mindegyiken 5-5 ROI-t analizaltunk ImageJ program segitségével.
A kontroll sejtekben szignifikdnsan erdsebbnek bizonyult az NFAT aktivitasa (p<0,05;
57,5¢1,4 AU, n=75 kontroll, ¢és 46,1+2,6 AU, n=45 TRPCl-et overexpresszalo
myotubulusokban), ami alatdmasztja a Western-blottal kapott eredményeket.

A C Kontroll
K T K T
- Y Y —
Sejtmag frakcié  Teljes sejt lizatum
NFAT1 55 kDa

B D
I Kontroll
[ TRPC1 TRPC1

Intenzitas (a kontroll %-aban)

o

Sejtmag frakcio Teljes sejt lizatum

35. abra. Az NFAT1 expressziojanak és aktivitasanak kimutatasa. (A) Az NFATI1 expressziojat Western-
blottal mutattuk ki sejtmag frakcidban és teljes sejt-lizatumban kontroll (K) és TRPCl-et taltermelé (T)
myotubulusokban. (B) A Western-blot eredmények kvantitativ analizise (atlag + SE). Az NFAT aktivitasat HSP-
NRE NFAT-riporter plazmiddal torténd transzfekcid utan, X-Gal festéssel mutattuk ki (C) kontroll és (D)
TRPC1-et tiltermelé myotubulusokban. Az eredeti nagyitas 10x volt.
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Megbeszélés

Kutatdsaim soran olyan fehérjék szerepét vizsgaltam, amelyek részt vesznek a
vazizom differencidlodés korai stddiumaiban az IP; receptor milkodése és a SOCE
mechanizmus szabalyozasdban. A funkcidjuk felderitésén keresztiil eredményeim -
reményeim szerint — hozzajarulhatnak az izom Ca’"-homeosztizisanak valamint az

1izomfejlédés folyamatanak jobb megismeréséhez.
I. A Trisk 32 overexpresszidja fokozza az IP;R miikodését

Munkénk elsé felében bemutattuk, hogy a Trisk 32 fehérje L6 myoblastokban
tultermeltetve kolokalizal és ko-immunoprecipital az IP;R-ral. Els6ként mutattunk be a
fehérje élettani szerepét bizonyitd mérési eredményeket. A védzizom triadin ezen izoforméja
nagymértékben megnovelte a vazopresszin vagy bradykinin altal kivaltott, az ER-bdl torténd
Ca’'-felszabadulast, ami megerSsiti azt a feltételezést, hogy részt vesz az IPsR
szabalyozasaban.

A triadinokat két évtizeddel ezeldtt irtdk le vazizombdl (Brandt et al. 1990, Kim et al.
1990). Azoéta szamos Ujabb izoformdjukat felfedezték, és a lokalizacidjukat és a szoveti
eloszlasukat is felderitették. Kollaboracids partnereink (Vassilopoulos et al. 2005) tobbek kozt
egy 32 kDa-os vazizom triadin izoforma létezését bizonyitottdk. Kimutattak, hogy —a tobbi
izoforméaval ellentétben — a triddon kiviil, a longitudinalis SR-ben helyezkedik el, és az IP;R-
ral és a mitokondriumokkal kolokalizal. A Trisk 32 ¢€lettani szerepérol azt feltételezték, hogy
az IP;R-on keresztiili Ca*'-felszabadulashoz, vagy a szarkomer-struktira kontrakcié kozben
valé fenntartisahoz, vagy a mitokondriumban torténé Ca*'-tarolashoz lehet koze.

Annak a kérdésnek a megvalaszoldséhoz, hogy a Trisk 32-nek lehet-e szerepe az IP;R
szabalyozasaban — hasonldan, ahogy a Trisk 95 részt vesz a RyR szabalyozasdban —, a
fehérjét L6.G8 myoblastokban termeltettiik tul. Azért ezt a sejttipust valasztottuk, mert ismert
rola, hogy elvesztette a differencidlodasra vald képességét (a forgalmazd — European
Collection of Cell Cultures — allitdsa és sajat, nem publikalt vizsgalataink alapjan), igy
allando, a tenyésztés idejétol tobbé-kevésbé fiiggetlen hatteret biztositott a vizsgalatokhoz.
Fontos megjegyezni, hogy a myoblastok a differencidlodas kezdeti stadiumat képviselik. Az
is ismert, hogy a triadin expresszidja parhuzamosan zajlik a differencidlodassal, azaz a triadin

expresszid nagyon alacsony a myoblast stddiumban, és egyre nd, ahogy az izomsejtek
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differencialodnak (Vassilopoulos et al. 2005). Az L6.G8 myoblastok ezaltal idealis rendszert
biztositottak a Trisk 32 overexpresszio tanulményozasara, ugyanis barmiféle kdlcsonhatas az
IP;R-ok ¢és a triadinok — ha utobbiak egyaltalan jelen voltak — kdzott minimalis volt a kontroll
sejtekben, és kozel maximalis a Trisk 32-t taltermeld sejtekben. Raadasul ebben a stadiumban
a nagyon alacsony szintli RyR expresszionak koszonhetden olyan koriilmények kozott lehetett
dolgozni, ahol a RyR altal medialt Ca*"-felszabadulas okozta zavar6 hatas elhanyagolhato
volt.

A Trisk 32-vel ¢és az iires vektorral végzett transzfekcid nem befolyésolta a sejtek
¢letképességét, ugyanakkor mind az iires vektorral transzfektalt, mind a Trisk 32-t taltermeld
sejtek proliferacios képessége lecsokkent a kontrollhoz képest. Ezt feltehetdleg az okozta,
hogy a haldlos do6zist (1 mg/ml) geneticinben torténd ndvekedés, és a rezisztenciafehérjék
expresszalasa megnovelte a metabolikus stresszt a transzfektalt sejtekben.

Kimutattuk a Trisk 32 és az IP;R kolokalizacidjat és kozvetlen fizikai kapcsolatat a
transzfektalt sejtekben, valamint a funkcionalis kapcsolatukat is bizonyitottuk. Az IP; itvonal
aktivalasdhoz bradykinint és arginin-vazopresszint hasznéltunk. A B2 bradykinin receptorok
jelenlétét mar korabban kimutattdk L6 sejteken (Miyata et al. 1998), valamint a receptorok és
az IP; jelatviteli utvonal kapcsolatdt is bizonyitottdk vazizmon (Rabito et al. 1996).
Hasonloképp, az IPs-utvonalhoz kapcsolt V1 vazopresszin receptorokat is leirtdk mar L6
sejtvonalrdl (Teti et al. 1993). Ezeket az eredményeket immuncitokémia hasznalataval mi is
megerdsitettiik a vizsgalatainkhoz hasznalt L6.G8 altipuson.

Munkank egyik f6 felfedezése az, hogy a Trisk 32 overexpresszidja szignifikansan
nagyobb amplitudéju és felszallo meredekségii Ca”'-tranzienseket eredményezett az IP;
utvonalon keresztiil, akar BK, akidr AVP segitségével aktivaltuk azt. E megfigyelésnek
legaldbb négy kiilonb6zd, &m funkciondlisan dsszefliggd magyarazata lehet. Az els6 lehetdség
az, hogy a Trisk 32 megvaltoztathatja a felszini membranreceptorok €s az IP3; képzésével jaro
folyamatok kapcsolddasat, ami miatt nagyobb mennyiségii IP; keletkezhet a transzfektalt
sejtekben. Masodik lehetdségként a Trisk 32 kozvetlen fehérje-fehérje kolcsonhatdssal
fokozhatja az IP;R megnyilasat a receptor agonistija jelenlétében. A harmadik lehetséges
magyarazat az, hogy a Trisk 32 overexpresszidja az ER Ca”'-tartalmanak emelkedéséhez, és
ezaltal nagyobb mennyiségli felszabadithatd Ca’"-hoz vezethet. Végil, a Trisk 32
szabalyozhatja az intracellularis raktar iriilésének kapcsolodasat az extracellularis Ca®*
belépéséhez, ami egy erésebb SOCE-t eredményezhet. Ezek mellett a RyR altal medialt Ca*'-
felszabadulasra gyakorolt, akar kozvetlen, akar a felszabadulo Ca*"-on keresztiili kozvetett

hatasa (Ca*"-indukalt Ca*"-felszabadulas; CICR) sem zarhato ki elméletben teljesen.

70



Az elso, fentebb emlitett lehetdség ellen szamos bizonyitékot szolgaltatunk. El6szor is,
két, egymastol fiiggetlen Gtvonal — B2 és V1 receptorok — aktivacioja hasonld, megndvekedett
Ca®"-jeleket eredményezett, ami ellentmond annak a lehet6ségnek, hogy a Trisk 32 a
receptorok aktivalodasa utani IP; képzdodést fokozna. Ez csak abban az esetben lehetne igy, ha
a Trisk 32 egyarant kapcsolédna mind a B2 bradykinin, mind a V1 vazopresszin
receptorokhoz, aminek csekély a valdszintisége. Ugyan a PLC-re gyakorolt hatast nem tudjuk
ilyen egyszeriien kizarni, ha csak a funkcionalis eredményekre — Ca®'-tranziensek —
tdmaszkodunk, azonban az immuncitokémiai jel6lddés alapjan nem valdszinli, hogy a
Trisk 32 egy plazmamembran-fehérjéhez kapcsolddna.

Arra is bizonyitékokat szolgaltatunk, hogy az IP;R aktivacidja nem valtozik meg
abban az esetben, ha a receptorokat kozvetleniil, a jelatviteli utvonal kihagyasaval stimulaljuk.
Ezt az bizonyitja, hogy a thimerosal — egy széles korben hasznalt, membranpermedbilis IPsR
agonista (Thorn et al. 1992, Elferink 1999, Vanlingen et al. 2001) — adagolast kéveté Ca*'-
tranziensek amplitadoja és felszallasi meredeksége azonos mértékii volt a kontroll, iires
vektorral transzfektalt, és Trisk 32-t taltermeld sejtekben. Ezek alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a Trisk 32-t tultermel6 sejtekben az IP;R konduktancidja nem valtozik
meg (ezt megerdsiti az is, hogy mas, fliggetlen bizonyitékaink arra utalnak, hogy a raktar
Ca*'-tartalma hasonlé volt ezekben a sejtekben). Azonban a thimerosalrol azt is leirtak, hogy
az 1. tipusa IP;R-t aktivalja, a III. altipust nem (Bultynck et al. 2004). Igy a kapott
eredmények ugy is értelmezhetdk, hogy a Trisk 32 fehérje csak az IPsR III. tipusat
szabalyozza, az 1. altipust nem.

Mindezek mellett a kolokalizacios, ko-immunoprecipitacids, ¢és funkcionalis
vizsgalatok is er0sen arra utalnak, hogy kozvetlen kolcsonhatis van az IP;R (feltehetdleg a
III. altipusa) és a Trisk 32 kozott. Ezek alapjan a Ca’’-csatorna és a Trisk 32 egyidejii
jelenléte és kozvetlen fehérje-fehérje kolcsonhatasa fokozhatja az SR-bSI torténd Ca®'-
felszabadulast. Kisérleteink soran megfigyeltik a Ca’’-tranziensek felerésodését a
transzfektalt sejtekben extracellularis Ca®" hianyaban, ami riadasul normal kiils Ca®'
jelenlétében még kifejezettebb volt. Ez utobbi a Ca*-felszabadulas, az ezzel jaro raktariiriilés,
¢s az ezt koveté SOCE fokozdodasara utalhat a Trisk 32-t taltermeld sejtekben.

Masrészrél viszont arra utald bizonyitékaink is vannak, hogy a Trisk 32
overexpresszioja nem hat kozvetleniil a SOCE mechanizmusra. Ennek a vizsgalatdhoz, az ER
Ca®"-raktarat egy SERCA pumpa gatloszerrel — thapsigarginnal —, Ca*'-mentes kozegben
kiiiritettik, majd az extracellularis Ca®" visszaadasaval aktivaltuk a plazmamembranon

keresztiili Ca*"-belépést (Bird et al. 2008). Sem a SOCE-t kiséré Ca”'-tranziens amplitadoja,
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sem a felszallo szaranak meredeksége nem kiilonbozott szignifikansan a Trisk 32-t tultermeld
sejtekben a kontrollhoz képest. Ez azt bizonyitja, hogy a Trisk 32 tultermeltetése nem hat
magara a SOCE mechanizmusra, azonban nem magyardzza a BK adagolasakor a normal és
Ca”*"-mentes koriilmények kozott kapott eredmények kiilonbozéségét. Ez utobbi magyarazata
az lehet, hogy a SOCE vizsgalatakor hasznalt thapsigargin teljes raktariiritést végzett a
kontroll és a transzfektalt sejtekben egyarant, igy — mivel a raktar Ca**-tartalma azonos volt a
két sejttipusban (lasd késébb) — a SOCE is azonos nagysagu volt. A BK azonban az IPsR
aktivalasan keresztiil valosziniileg csak részlegesen iiritette ki a raktart, igy a Ca’*’-valasz
nagysagaval, és ezaltal a raktariirités mértékével tobbé-kevésbé aranyos, eltérd nagysagu
SOCE-t eredményezhetett a két sejttipusban. Ezek mellett Western-blottal kimutattuk, hogy
bar a TRPCI expresszidja nem valtozott a Trisk 32-t taltermeld sejtekben, a STIMI
mennyisége szignifikansan lecsokkent. Ennek a funkciondlis kdvetkezményei nem voltak
érzékelhetdek az [Ca®]; mérések soran. Hasonld megfigyelést tettink a TRPCI
taltermeltetését targyald alfejezetben is, ahol a TRPCl-et tultermeld C2C12 sejtekben a
STIM1 csokkenése szintén nem jart egyiitt SOCE csokkenésével. Ezek az eredmények
Osszességében azt sugalljdk, hogy a Trisk 32 overexpresszi6 f0 hatdsa nem a SOCE
mikodésének a megvaltoztatdsa, és arra is utalhatnak, hogy a STIMI1 ilyen mértéki
csokkenése még nem okoz észrevehetd hidnyossagokat a SOCE mechanizmus soran.

Az el6zo kisérletek rdadasul lehetévé tették azt is, hogy megmérjiik az intracelluléris
Ca®’-raktarak telitettségi allapotat. A thapsigargin 4ltal kivaltott Ca*'-tranziensek
amplituddjanak és gorbe alatti teriiletének megmérése soran nem taldltunk szignifikdns
kiilonbséget a kontroll és transzfektalt sejtek kozott, ami arra utal, hogy a Trisk 32
overexpresszioja nem befolyasolja az ER Ca®'-raktar Ca®-tartalmat.

A triadin 95 kDa-os izoformajardl ismert, hogy a RyR-on keresztilli Ca®'-
felszabadulast szabalyozza (Rezgui et al. 2005, Fodor et al. 2008), és arra utalo adatok is
vannak, hogy felndtt izomrostokban a Trisk 32, nagyon kis mértékben bar, de ko-
immunoprecipitilhat a RyRI1-gyel (Marty et al. 2009). Ahhoz, hogy kizarjuk annak a
lehetéségét, hogy a RyR-on keresztiill bekovetkezd, a Trisk 32 overexpresszio hatdsara
megnovekedett CICR okozta a nagyobb BK vagy AVP altal kivaltott Ca®’-tranzienseket,
funkcionalis [Ca®]; méréseket végeztiink. Sem a RyR agonista 30 mM koffein alkalmazasa,
sem a BK és AVP adagolés alatt a receptor antagonistdja — 10 M rianodin — nem moédositotta
szignifikansan a Ca®’-jeleket. A koffein altal kivaltott valaszok gyakorlatilag egyformak
voltak a kontroll és transzfektalt sejtekben, tovabba a transzfektalt sejtekben a BK illetve

AVP altal kivaltott tranziensek sem voltak szignifikdnsan alacsonyabbak rianodin
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jelenlétében, mint anélkiil, raadasul nem csokkentek a kontroll sejtek szintjére sem. Ezek az
eredmények azt mutatjdk, hogy a Trisk 32 overexpresszié hatdsai nem magyarazhatdak
kizarolag a RyR megvaltozott miikodésével. Mindazonaltal megjegyzendd, hogy rianodin
jelenlétében a BK és AVP 4ltal kivaltott Ca*"-tranziensek amplitadojanak kismértéki
csokkenése arra utalhat, hogy a CICR, kismértékben ugyan, de mégis részt vehet az L6 sejtek
Ca*"-jeleiben. A myoblastokon kapott eredményeink alapjan nem zarhatjuk ki teljesen azt,
hogy felndtt izomban a Trisk 32 részt vesz a RyR szabdlyozdsdban. Fontos hangstlyozni,
hogy a sejtvonal kivalasztasakor azt tartottuk az egyik legfontosabb szempontnak, hogy az IP;
utvonal rajtuk a RyR zavar6 hatasai nélkiil legyen tanulmanyozhatd. Mivel az L6 sejtvonal
G8 altipusa nem képes differencialodni, a RyR expresszidja is nagyon alacsony marad benne.
A RyR sajat, Western-blottal kapott eredményeink alapjan sem volt detektalhat6 a sejtekben,
valamint a funkcionalis vizsgalatok sem teszik valosziniivé azt, hogy a megfigyelt nagyobb
AVP és BK altal kivaltott tranziensek a Trisk 32 és RyR kolcsonhatasan keresztiil jottek volna
1étre.

Végkovetkeztetésként elmondhato, hogy a Trisk 32-t tultermeld sejtekben a BK és
AVP altal kivaltott Ca*"-tranziensek szignifikans novekedése valosziniileg az ER-b] torténé
Ca*'-felszabadulas fokozodasa altal valosul meg, a Trisk 32 és IP;R kozvetlen kolcsonhatasa

kovetkeztében.

II. A TRPC1 overexpresszidja felerésiti a SOCE-t

Munkéank masodik felében bemutattuk, hogy differencialédoé izomsejtekben a TRPC1
overexpresszidja a SOCE fokozodasat okozza, ami a TRPCI eltérd viselkedésére utal a
kifejlett vazizomban leirtakhoz képest. El0szor szolgéltattunk bizonyitékot arra, hogy az
overexpresszio hatdsa nem csak a szerhatasra bekovetkezé raktariiriilés utani emelkedett Ca”'-
belépésben mutatkozik meg, hanem a depolarizacio altal kivaltott Ca*’-jelek utan
megfigyelhet6 magasabb nyugalmi [Ca’*]i-ban is. Raadasul a TRPCI overexpresszidja
csOkkentette a STIM1 és a SERCA expresszids szintjét, azonban a RyR-¢ét, a calsequestrinét
¢és az Orail-ét nem, ami a TRPC1 az elobbi molekulakkal torténo kolcsonhatasara utalhat az
SR membréanjaban.

Nem-ingerelhetd sejtekben mar évtizedekkel ezel6tt leirtdk a SOCE jelenlétét,
azonban vazizomban a létezésére és szerepére csak az utobbi években deriilt fény

(Kurebayashi & Ogawa 2001, Gutierrez-Martin et al. 2005, Launikonis & Rios 2007). Ez a
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Ca”*-belépési folyamat nem csak az intracellularis Ca®-raktarak ujratoltéséhez sziikséges,
hanem jelentds szerepe van a myotubulusok differencidloddsanak szabalyozasaban is (pl.
Louis et al. 2008, Stiber et al. 2008a). Bar a TRPC1 csatornakrdl mar felfedezésiik utan nem
sokkal feltételezték, hogy részt vesznek a SOCE-ban, a Ca®"-belépésben jatszott szerepiik
bizonytalanna valt (pl. Varga-Szabo et al. 2008) miutan a STIMI1-et, az SR Ca*"-szenzorat
(Liou et al. 2005, Roos et al. 2005), és az Orail-et, a plazmamembranban 1évé SOC csatorna
porusképzd alegységét (Feske et al. 2006, Vig et al. 2006, Zhang et al. 2006) felfedezték, és
az Ujabb kutatdsok felderitették a kapcsolatot e molekuldk kozott. Késébb azonban a STIM1-
6l leirtak, hogy nem csak az Orail-et szabalyozza, hanem a TRPCl1-et is (Huang et al. 2006,
Worley et al. 2007, Yuan et al. 2007, Zeng et al. 2008), és a TRPC1 —a STIM1-gyel és Orail -
gyel kozosen (Ambudkar et al. 2007, Ong et al. 2007, Liao et al. 2008), vagy tolik
fiiggetleniil (DeHaven et al. 2009) — részt vehet a SOCE-ért felelés fehérjekomplexum
kialakitasaban.

Jelen munkankban bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a TRPC1 overexpresszidja
fokozza a SOCE-t, raadasul megvaltoztatia més, a vézizomtenyészetek Ca®'-
homeosztazisaban részt vevo fehérjék expresszidjat, €s hatassal van a tobbmagvll izomcsdvek
differencialodéasara is. Masrészrol viszont a TRPC1 tultermeltetése nem befolyasolta a sejtek
¢letképességét és apoptdzisra vald hajlamat.

A bels6 Ca*"-raktarak kiiiritését kovetden a SOCE amplitidéja és felszallo szaranak
meredeksége szignifikdnsan nétt a TRPCl-et tultermeld myotubulusokban, ami a TRPCl1
részvételét feltételezi a Ca*"-belépésben. Ez a fokozott SOCE kétféleképpen magyarazhato,
melyek koziil a masodik magyarazat kevésbé valdszinii. Az elsé lehetdség szerint a TRPC1
csatorna kozvetleniil részt vett a belépési mechanizmusban. A mésodik magyaréazat az lehet,
hogy az overexpresszi6 valahogy felerdsitette a STIM1-Orail utvonal hatékonysagat. Ugyan
az utobbit sem lehet teljesen kizarni, mégis az elsé lehetdség tlinik valosziniibbnek, mivel a
STIM1 expresszidé nem nétt, hanem csokkent, ami csokkent STIM1-Orail kolcsonhatdsra
utal. Ezt az is megerdsitette, hogy a megvaltozott STIM1 expresszio funkcionalis
kovetkezménye is megfigyelhetd volt az YM-58483 alkalmazésat kdvetden. A szer gatolta a
TRPCI1 csatornakat, és igy a SOCE feltételezhetéen csak az Orail csatorndkon keresztiil
mehetett végbe. Ilyen koriilmények kozott a Ca> -belépés valamivel kisebb mértékii volt, mint
a kontroll sejtekben, ami a STIM1-Orail ttvonal gyengébb miikddésére utalhat a TRPCl1-et
tultermeld tenyészetekben. Masrészrdl a csokkent STIM1 expresszio ellenére a raktartiriilést
kovetéen a STIMI1 punktak tovabbra is megfigyelhetdek voltak, ami arra utal, hogy a STIM1
aggregacioja nem karosodott. Ezek alapjan azt lehet feltételezni, hogy ha a TRPC1 csatornak
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a raktariliriilés soran valoban a STIM1 altal aktivalt ,,SOCE komplexum” részét képezik,
akkor a TRPCl-et taltermeld sejtekben a csokkent STIMI1 expresszid a sejtek kompenzacios
valasza lehet a finoman szabéalyozott Ca®-homeosztézis fenntartasaért.

Ezek alapjan az lenne elvarhato, hogy a TRPC1 kiilonboz6 mértékii expresszidja
kiilonb6zé nagysagi SOCE-t eredményezzen. Ezt azonban pontos, kvantitativ mérésekkel
igen nehéz bebizonyitani. A bizonyitast tovabb neheziti az is, hogy a TRPC1 teljes
expresszios szintje nem feltétleniil egyenesen ardnyos a felszini membranban taldlhato
fehérjemennyiséggel, és ezaltal a lehetséges Ca*"-belépési csatornak szaméval. Raadasul, még
ha ezt a korrelaciot bizonyitani is tudnank, a SOCE tranziensek amplitadojat és felszallasi
meredekségét nagyban befolyasolné az intracellularis tér pufferkapacitasa. Mindezek ellenére
olyan TRPCl-et overexpresszalo klonokat is 0Osszehasonlitottunk, amelyek kiilonb6zo
mértékben termelik til a vizsgalt fehérjét, és elfogadhaté mértékii korrelacidt taldltunk a
TRPC1 expresszios szintje és a SOCE nagysaga kozott. Ezekben a klénokban a TRPCI1
expresszios szintjének novekedésével mind a SOCE felszalld szaranak meredeksége, mind az
amplituddja nott.

Megemlitendd, hogy a SERCA expresszidcsokkenése is megfigyelhetd volt a TRPCI-
et overexpresszald sejteken. Ennek a hatdsa kiilondsen szembetiin volt a 120 mM KCl
adagolasa altal kivaltott Ca’'-tranziensek utan. A TRPCl-et taltermeld sejtek a Ca’"-ot
lassabban tudtak eltivolitani a myoplazmabol, és a tranzienseket koveté nyugalmi [Ca* J-juk
is magasabb volt. Az eldbbi a csokkent SERCA expresszid kozvetlen kdvetkezménye lehet,
amit a Ca’ -pumpa transzportkapacitasanak (PVp.x) csokkenése is igazol. A tranziensek utan
magasabban maradé nyugalmi [Ca’]i-t magyarazhatja a Ca’" eltavolitds sebességének
csokkenése is, valamint az is lehetséges, hogy a taltermelt TRPC1 csatorndkon keresztiil
bekovetkezé erésebb és hosszabban tartdo Ca*'-belépés okozza. Utobbi elképzelést az a
felfedezés is megerdsiti, hogy a Ca*'-tranziensek utani nyugalmi [Ca®’]; névekedést meg
tudtuk sziintetni a TRPC1 csatornak gatlasaval.

Elgondolkodtaté az is, hogy mi lehet a jelentdsége a csokkent SERCA expresszionak.
Munkacsoportunk kordbban leirta, hogy vazizom tenyészetekben, ismételt KCl stimuléciod
hatasara, a masodik és azt kovetd Ca® -tranziensek nagyobbak voltak az elsénél (Szappanos et
al. 2004). Ez az extracellularis térbdl bearamlé Ca®"-nak volt készonhetd, ami egytttal az SR
Ca*"-t5ltottségét is novelte, ami miatt nétt a felszabadithato Ca®” mennyisége. A TRPCl-et
taltermeld sejtekben a nyugalmi [Ca*']; ndvekedése még jobban kivehetd volt, minden egyes
KCl 4ltal kivaltott Ca*"-tranziens utan. Ezek utan arra szamithattunk volna, hogy még

nagyobb lesz az SR toltottségének az emelkedése, és a kovetkezé Ca®'-tranziensek
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amplitidoja. Ilyen emelkedést azonban nem sikeriilt megfigyelni a TRPCl-et tultermeld
sejteknél. Ugy gondoljuk, hogy ez a csokkent SERCA aktivitas kozvetlen kovetkezménye
lehet. Emiatt a depolarizacio alatt belépd Ca**-nak csak egy kisebb része tud elraktirozodni az
SR-be, és igy az SR Ca’’-tartalma nem nd a tranziensek utdn, hanem a Ca’" lassan
eltavolitodik a felszini membranon keresztiil. Ez megvédheti a sejteket a fokozott SOCE
kovetkezményeként a raktar tultoltodésétol.

Azonban mas modon is magyardzhatd a megfigyelt két SR-fehérje (STIM1 és
SERCA) expresszidcsokkenése. Kollaboracids partnereink nemrég kimutattdk, hogy felndtt
vazizomrostokban a TRPC1 az SR membranjaban taldlhat6 meg (Berbey et al. 2009). Ez
felveti azt a lehetdséget, hogy ha a TRPC1-et taltermeltetjiik vazizom tenyészetekben, akkor a
fehérje egy része megjelenhet az SR-ben is, és igy onnan fizikailag kiszorithat mas fehérjéket.

Annak ellenére, hogy a TRPC]1 tultermeltetés hatisara sem a nyugalmi [Ca'];, sem az
SR Ca*'-tartalma nem valtozott szignifikansan, a differencialodasi folyamatok megvaltozasat
figyeltiik meg ezekben a sejtekben. A tenyészto oldat differencialtatd oldatra valtasa ellenére
a sejtek proliferacigja elhuzddott, és vékonyabb myotubulusok alakultak ki. Nem zarhato ki,
hogy a fentebb leirt KCl-stimulacié utani atmeneti nyugalmi [Ca®"]; nvekedéshez hasonlé
jelenség felelds ezekért a valtozasokért. Mar korabban leirtak, hogy a TRPCI1 fontos szerepet
tolt be a vazizom-differencialédasban. A TRPC1 géncsendesitésével a myoblastok migracioja
lassabba valt, és a differencialédasuk elmaradt (Louis et al. 2008). Hasonl6 elvaltozast — az
izomrost keresztmetszet csokkenését — talaltak olyan egerekben is, melyekbdl hidnyzott a
Homer 1 fehérje. Ezt a jelenséget a TRPC1 kihorgonyzottsaganak megvaltozasaval hoztak
kapcsolatba (Stiber et al. 2008b). Ezen feliil, egy masik TRPC csatorna, a TRPC3 szerepét
kritikus fontossdgunak taldltdk a kisagyi Purkinje sejtek dendritikus ndvekedésében és
fejlodésében, ami tovabbi 0sszekdtd kapcesot jelent e csatornacsalad és az ingerelhetd sejtek
differenciadlodasa kozott (Becker et al. 2009). Ezeket az eredményeket Osszegezve
feltételezhetjiik, hogy a TRPCl1-expresszio csokkentése €s novelése egyarant megvaltoztatja a
sejtek Ca”"-homeosztazisat, és csokkenti a myoblastok differencialodasi képességét.

Ezeket az észrevételeket aldtdmasztja az is, hogy a vazizom differenciadlodas egyik
kulcsfontossagu szabalyozoja, az NFAT1 (Horsley et al. 2001, Pavlath & Horsley 2003)
expresszioja lecsokkent a TRPCl1-et tultermelé myotubulusokban, ami felelds lehet e sejtek
csokkent differencialodasi képességéért. Erdekes azonban, hogy a nyugalmi [Ca®']; nem
valtozott meg a TRPC1-et tultermeld sejtekben. Ez azt sugallna, hogy az NFAT transzlokacio
kritikus 1épése, a kalcineurin aktivaloddsa sem valtozhatna meg ezekben a sejtekben. Mi

azonban ugy gondoljuk, hogy a TRPCIl-et overexpresszald sejtekben a dontd 1épés a
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kiilonbozé stimulaciokat kovetden, az [Ca®']; atmeneti, de a kontroll kériilményekhez képest
jelentésen hosszabb ideig tartd6 megemelkedése. Megfigyeléseinket jol magyardznd a
kalcineurin regulatorfehérjéje, az RCAN1-4 expresszidjanak parhuzamos novekedése, amely
negativ visszacsatolassal gatolja a kalcineurint, és ezaltal az NFAT athelyez6dését (Oh et al.
2010). Ezek alapjan a kovetkezd folyamatot feltételezhetjiik: a TRPCI-et overexpresszalo
sejtekben a megnovekedett SOCE, vagy a Ca’'-tranziensek utan magasabban marado
nyugalmi [Ca®"]; révén a kalmodulin Ca*"-ot tud kétni. A Ca**-kalmodulin-komplex aktivalja
a kalcineurint, amely defoszforilalja a citoplazmatikus NFAT-t, igy szabadda teszi a nuklearis
lokalizéacios szekvenciajat, és az NFAT ideiglenesen be tud jutni a magba, és génexpressziot
tud beinditani (t5bbek kozott az RCANI1-4-ét is). Ha az [Ca’']; csdkkenése, vagy az
expresszalodo RCAN1-4 hatasara a kalcineurin gatlodik, akkor az NFAT refoszforilalodik,
kihelyezddik a magbol a citoplazmaba, ezéltal megszlinik a génexpresszid (Crabtree & Olson
2002, Oh-hora & Rao 2009). Habar munkankban a teljes mechanizmust nem tartuk fel
pontosan, mégis gy tiinik, hogy a megvaltozott Ca®-homeosztazis és az ezzel jar6 NFAT
athelyez0dés magyarazhatja a TRPCl-et taltermeld sejtek csokkent differencialodo
képességét.

Feln6tt izomrostokon végzett ujabb kutatasok kimutattak, hogy a TRPC1 az SR-ben
szivargd Ca’'-csatornaként viselkedik (Berbey et al. 2009). Ugyan a mi, C2CI12
myotubulusokon szerzett adataink nem zarjak ki, hogy a tultermelt TRPC1 legalabb részben
azéltal jarul hozza a megemelkedett SOCE-hoz, hogy megnéveli az SR Ca*'-szivargasat, az
immunfestéssel és funkcionalis mérésekkel szerzett adataink erésen azt sugalljak, hogy a
TRPC1 mashogy viselkedik az izomdifferencidlédas e korai szakaszédban, mint felnott
izomban.

Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a TRPC1 expressziojanak novelése a SOCE
fokozodasat okozza. Ez negativ visszacsatoldssal szabalyozza a STIM1-Orail rendszert és a
SERCA aktivalodasat, ami valésziniivé teszi ezen fehérjék egyiittmiikodését a Ca®'-

homeosztazis fenntartasaban.
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Osszefoglalas

Disszertaciomban két olyan fehérjét vizsgaltam, melyek élettani szerepe nem teljesen
ismert. Mindkettérél feltételezik, hogy részt vesz a sejtek Ca’'-homeosztazisinak
szabalyozasaban, az egyik a szarkoplazmatikus retikulum (SR) Ca*"-raktarabol torténé Ca*'-
felszabadulasban, a masik a raktariiriilést kovetd extracellularis Ca**-bearamlasban (SOCE
mechanizmusban) tolthet be fontos szerepet. A disszertdcidmat megalapozo kisérletek soran
bebizonyosodott, hogy vizsgalataim egyik targya, a véazizom triadin 32 kDa-os izoforméja
(Trisk 32) er6teljesen fokozza az IP; receptoron (IP;R) keresztiili Ca**-felszabadulast, mig a
kanonikus tranziens receptorpotencial csatornak 1. altipusa (TRPC1) a SOCE
mechanizmusban vesz részt Ca®"-csatornaként.

Patkany véazizomban a triadin fehérjének négy izoformdaja azonosithato, melyek
ugyanazon génr6l képzddd splicing variansok. A Trisk 32 élettani szerepérdl kevés
informéacioval rendelkeziink. Feltételezések szerint a szarkomer struktirajanak fenntartasaban
¢és az [PsR-on keresztuli Ca’*'-felszabadulas szabalyozasaban vehet részt.

Kutatasunk soran patkany eredeti L6.G8 myoblastokban stabil transzfekcioval
tultermeltettik a Trisk 32 fehérjét, melyet RT-PCR, immuncitokémia, és Western-blot
segitségével igazoltunk. Kimutattuk az IP;R és a Trisk 32 kolokalizacidjat a transzfektalt
sejtekben, valamint ko-immunoprecipitacioval igazoltuk a két fehérje kozvetlen
kapcsolodéasat is. A Trisk 32 overexpresszidjanak funkciondlis hatasat konfokalis
mikroszkoppal és egyedi sejten torténd [Ca’']i-méréssel vizsgaltuk. Az IP; medialt Ca®'-
felszabadulast arginin-vazopresszin (AVP) és bradykinin lokalis adagolasaval értik el. A
konfokalis mikroszkopos vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy 0,1 uM AVP lokalis
adagoldsara a Trisk 32-t tultermelé sejtek szignifikansan nagyobb amplitadoja Ca®*-
tranzienseket produkdlnak a kontroll és az iires vektorral transzfektalt sejtekhez képest. A
20 uM bradykinin altal kivéltott Ca*'-tranziensek amplitadoja és felszallo szaranak
meredeksége is szignifikdnsan nagyobb volt a Trisk 32-vel transzfektalt sejtekben a kontroll
sejtekhez képest, normdl extracellularis Ca’"-koncentracio ([Ca*"]e) mellett és Ca*"-mentes
kozegben egyarant. Az, hogy a V1 vazopresszin ¢s B2 bradykinin receptor stimulalasa is
hasonl6an megemelkedett valaszt valtott ki a Trisk 32-t tultermel0 sejtekben, arra utal, hogy a
vizsgalt fehérje nem kozvetleniil a két membranreceptorra hat. Az IPsR thimerosallal torténd
kozvetlen ingerlése a kontroll és transzfektalt sejtekben azonos nagysagu Ca”'-valaszokat

valtott ki, aminek két oka lehet. Az egyik lehet6ség az, hogy az IP;R konduktancidja nem
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valtozott a Trisk 32 overexpresszido kovetkeztében. A masik pedig az, hogy a Trisk 32 az
IP;R-I-et nem, csak az IPsR-IlI-at szabdlyozza, ez utobbira pedig nem hat a szer. Az [P;R-on
keresztiil felszabadul6 Ca*" a szomszédosan elhelyezkedé rianodinreceptorok (RyR)
megnyilasat, és rajtuk keresztiil Ca®" felszabadulasat okozhatja, ezt Ca®-indukalt Ca®'-
felszabadulasnak (CICR) nevezziik. A RyR szerepét a receptor agonistdja, (30 mM koffein)
illetve antagonistdja (10 uM rianodin) alkalmazasdval vizsgaltuk, mely esetekben nem volt
szignifikans kiilonbség a két sejttipus kozott. Ez arra utal, hogy a Trisk 32 overexpresszidja
nem befolyasolja sem a RyR miikdodését, sem a CICR-t. Az endoplazmés retikulum (ER)
Ca’'-tartalméanak kiiiriilése soran a belsé raktarak feltoltésére az extracellularis térbél Ca®'-
bearamlas torténik. E jol szabalyozott Ca**-felvételi mechanizmust raktar altal vezérelt Ca”*-
belépésnek nevezziik (SOCE). A Trisk 32 overexpresszidjanak kovetkeztében a SOCE-t
kiséré Ca'-tranziens amplitiddja és meredeksége nem véltozott szignifikansan a benne részt
vevo STIMI1 fehérje expresszidjanak modosulasa ellenére. Ez arra utal, hogy nem a CICR
vagy a SOCE fokozodasa a f6 oka az AVP illetve bradykinin adagolasakor megfigyelt
kiilonbségeknek, hanem az IP;R fokozott miikodése.

Eredményeink arra utalnak, hogy a Trisk 32 nem csak kapcsoldodik az IP; receptorhoz,
de jelentés mértékben részt vesz az azon keresztiil torténd Ca®'-felszabadulas
szabalyozasaban is.

Munkdm masodik felében TRPCI1 funkcigjat vizsgalo kisérleteinkrdl szamoltam be. Itt
a TRPC1 overexpresszidjanak hatdsat vizsgaltuk a SOCE mechanizmusra, melynek miikodése
szamos fehérje (STIM1, Orail és TRPC1) egyiittmiikddésétdl fiigg. Ismert, hogy a STIM1
feladata a [Ca®"] érzékelése az ER-ben, az Orail a felszini membran Ca®’-csatornja, mig a
TRPCI1 szerepe —mint raktar altal vezérelt csatorna, vagy ennek része — és kapcsolata az
elébbi két fehérjével nem teljesen tisztazott.

Kisérleteinkben liposzoma-medidlt plazmid transzfekcioval C2C12 egér eredetl
vazizomsejtekben taltermeltettiik a TRPCI1 fehérjét. Az overexpressziot mRNS szinten RT-
PCR-ral, fehérje szinten pedig immuncitokémidval és Western-blot technikéval igazoltuk. A
transzfektalt sejteken a SOCE 4éltal az [Ca®']i-ban bekovetkezd valtozasokat mértiik, amit
Ca*"-mentes kozegben az ER Ca*"-pumpajat (SERCA) gatlé thapsigargin hozzdadasaval,
majd a raktar iirtilése utan a normal, 1,8 mM-os [Ca®]. visszadllitasaval értiink el. A TRPCI
overexpresszio eredményeként a SOCE-t kisérd Ca*'-tranziens amplitudoja és felszallasi
meredeksége szignifikansan nétt a TRPCl-et tultermeld C2C12 myotubulusokban. Ez az
overexpresszio mértékével korrelalni latszott. A TRPC antagonista YM-58483 alkalmazasa

soran a TRPCl-et overexpresszalo myotubulusokban a SOCE-val egyiitt jar6 Ca*'-tranziens
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meredeksége szignifikdnsan, amplitidoja pedig kiss¢, de nem szignifikdnsan csokkent a
kontrollhoz képest, ami a tultermelédott TRPC1 gatolhatosdga mellett a STIM1-Orail
rendszer csokkent miikodésére is utalhat. Ezekben a sejtekben a STIM1 valamint a SERCA
expresszidjanak csokkenését Western-blot technikaval igazoltuk is. Utébbi magyarazhatja
azon megfigyelésiinket, hogy 120 mM KCI 4ltal kivaltott Ca*"-tranzienseket kovetéen a Ca®'-
visszavétel lassult, és magasabb nyugalmi [Ca®"]; volt megfigyelhets. A két fehérje
expressziocsOkkenése feltehetfleg a sejtek kompenzéaciés valasza volt a TRPCl1
overexpressziojara. A STIM1 csokkenése — bar a punktdkba rendezddésre tovabbra is képes
maradt— a SOCE masik tGtvonala, az Orail-en keresztiili Ca®"-belépés csokkentését
okozhatta, mig a SERCA csokkenése a raktar tultdltodésétdl védhette meg a sejteket. A
TRPC1 fehérje tultermeltetésének hatdsdra morfologiai valtozasokat is észleltiink, a
myoblastok differencidloddsa késobb kezdddott, és a myotubulusok vékonyabbak voltak a
kontroll sejtkultirakhoz viszonyitva. Ezekért az NFATI nevii transzkripcids faktor csokkent
sejtmagon beliili aktivitasat tettiik feleloss€, melyet magfrakcio izolalasaval €s az ezen végzett
Western-blot vizsgalattal igazoltunk is. Ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a
transzfektalt myotubulusok életképessége ¢és apoptozisra vald hajlama nem valtozott
szignifikansan a kontrollhoz képest.

Eredményeink arra utalnak, hogy a TRPCI expresszigjdnak ndvelése a SOCE
fokozodasat okozza, és negativ visszacsatolassal szabalyozza a STIM1-Orail rendszert és a

SERCA aktivitasat, valosziniivé téve ezen fehérjék egylittmiikodését.

A dolgozatban bemutatott 1j tudomanyos megallapitasok:

e A Trisk 32-t stabilan overexpresszadlo L6 myoblastokban a Trisk 32 és az IP;R ko-
lokalizal és ko-immunoprecipital

e Az IPs-utvonal AVP és BK altali aktivalasa soran nagyobb Ca®" tranziensek
figyelhetok meg a Trisk 32-t overexpresszalo sejtekben

e Ezek a valtozdsok nem a SOCE vagy a RyR aktivitdsdnak fokozddasa miatt
kovetkeztek be

e A TRPCI1 overexpresszidja az expresszid mértékével ardnyosan fokozza a SOCE
mechanizmust C2C12 myotubulusokban

e A STIMI1 és a SERCA expresszioja csokken a TRPCl-et taltermeld sejtekben,
feltehetden a sejtek kompenzacios valaszaként

e A TRPCI tultermeltetése az NFAT aktivitds megvaltoztatasan keresztiil hatassal van a

ey

80



Summary

In this thesis two proteins were examined which are believed to regulate the
intracellular Ca®" homeostasis. The 32 kDa triadin isoform (Trisk 32) was proposed to
regulate the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (IPsR) and the Ca®’ release from the
sarcoplasmic reticulum (SR), while the transient receptor potential canonical channel 1
(TRPC1) is connected to the entry of the extracellular Ca®* via store-operated Ca’" entry
(SOCE) mechanism.

To date four isoforms of triadins have been identified in rat skeletal muscle. While the
function of the 95 kDa isoform in excitation-contraction coupling has been studied in detail,
the role of the 32 kDa isoform (Trisk 32) remains elusive. Here Trisk 32 overexpression was
carried out by stable transfection in L6.G8 myoblasts. Co-localization of Trisk 32 and IP;Rs
was demonstrated by immunocytochemistry and their association was shown by co-
immunoprecipitation. Functional effects of Trisk 32 on IP;-mediated Ca®" release were
assessed by measuring changes in intracellular Ca®" concentration ([Ca®];) following the
stimulation by bradykinin or vasopressin. The amplitude of the Ca®" transients evoked by
20 uM bradykinin was significantly higher in Trisk 32-overexpressing as compared to control
cells. The difference remained significant in the absence of extracellular Ca®*. Similar
observations were made when 0.1 pM vasopressin was used to initiate Ca>" release. These
results suggest that Trisk 32 does not regulate directly these membrane receptors. When IP;Rs
were directly activated by thimerosal, similar Ca®" transients were observed in control and
transfected cells. It could mean that the Trisk 32 overexpression did not alter the conductance
of the channels, and it can also mean that — because thimerosal activates only the IP;R-I
subtype — Trisk 32 does not enhance the activity of IP;R-I, only IP;R-III. Possible
involvement of the ryanodine receptors (RyR) in these processes was excluded, after
functional and biochemical experiments. Furthermore, Trisk 32 overexpression had no effect
on SOCE, despite a decrease in the expression of stromal interaction molecule 1 (STIM1).
These results suggest that neither the increased activity of RyR, nor the amplification of
SOCE are responsible for the differences observed in bradykinin- or vasopressin-evoked Ca*"
transients, rather, they were due to the enhanced activity of IPsR. Thus Trisk 32 not only co-
localizes with, but directly contributes to the regulation of Ca”' release via IP;R.

When the endoplasmic reticulum (ER) calcium store is depleted, a Ca*" influx is

activated from the extracellular milieu to refill these stores. This Ca”" uptake mechanism
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depends on the cooperation of several proteins as STIM1, Orail, and, possibly, TRPCI.
While STIM1 as the calcium sensor of the ER and Orail as the Ca®" influx channel have been
established, the function of TRPC1 as, or part of the store-operated channel remains elusive.
Here TRPC1 was overexpressed in C2C12 mouse skeletal muscle cells and SOCE was
studied by measuring the changes in [Ca*"]; evoked by the re-addition of 1.8 mM Ca*" to the
extracellular solution following sarco-endoplasmic reticulum Ca**-ATPase (SERCA)-
inhibition. TRPC1 overexpression significantly increased both the amplitude and the maximal
rate-of-rise of SOCE. When YM-58483, the antagonist of TRPC1 was used, these differences
were eliminated, moreover, SOCE was slightly but not significantly suppressed, suggesting
the downregulation of the STIM1-Orail system. A decrease in the expression of STIM1
together with the downregulation of SERCA was confirmed by Western-blot. As a
consequence, a reduction in maximal Ca®" uptake rate and a higher resting [Ca®"]; following
the Ca®" transients evoked by 120 mM KCIl were detected. Morphological changes also
accompanied the overexpression of TRPCI. Differentiation of the myoblasts started later, and
the myotubes were thinner in TRPC1-overexpressing cultures. For these changes the observed
decrease in the nuclear expression of nuclear factor of activated T-cells 1 (NFAT1) could be
responsible. Our results suggest that enhancing the expression level of TRPCI1 increases
SOCE and has a negative effect on the STIM1-Orail system, indicating an interaction

between these proteins.
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