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Bevezetés

A Ca?* jelentdsége és felszabaduldsa a vazizomban

A Ca?* a vazizomban nagyrészt fehérjékhez vagy membranhoz kotdtt formaban
talalhato meg, csak egy kis része van szabad ionos formaban. Az extracellularis tér szabad Ca®*-
koncentracidja ([Ca®*]e) kb. 1,2 mM, mig a citoszolé a legtobb sejtben 100-200 nM kozott van.
Ez a koncentracio tobb nagysagrenddel kisebb, mind az extracellularis, mind a sejt
organellumokban talalhato Ca?*-koncentracional. Az alacsony [Ca?*] energetikailag kedvezové
teszi az ion masodlagos hirvivoként valé felhasznalasat, mivel viszonylag kis mennyiségili ion
energiaigényes mozgatasa nagy [Ca?*] valtozisokat eredményez. Az intracellularis Ca?'-
koncentracié ([Ca?*]i) megvaltozasa kiemelkedden nagy fontossaggal bir igen sok sejtfolyamat
iranyitasaban, mint példaul a mozgas, az osztodas, a differencialddas, a szekrécid, a kontrakcio,
az apoptozis, szenzoros érzékelés és a neurondlis jelatvitel. Az extracellularis Ca?* belépése és
az SR-ben tarolt Ca?* felszabaduldsa valtozatos és komplex Ca®'-jelek kialakulasat teszik
lehetévé, amelyek nélkiillozhetetlenek az elébb felsorolt folyamatok specifikus
Szabalyozasahoz.

Az SR lumenében talalhato Ca®* egy része szabad marad, tobbsége azonban Ca?*-ot
raktarozd fehérjékhez kotédik. Ezek koziil a legfontosabbak a calsequestrin (CSQ) és a
kalretikulin, melyek nagyszamu, csekély affinitasa, nem specifikus Ca?*-kotd hellyel
rendelkeznek (20-50 Ca®/molekula, Kg=1-4 mM). A CSQ szinte kizarolag izomsejtekben
talalhato meg, mig a kalretikulin minden sejttipusban eléfordul. A fo feladatuk a Ca®*-
raktarakban a Ca?*-tarolas biztositasa, és az SR lumenében a [Ca?*] valtozasok pufferolasa. Az
SR-ben a teljes [Ca?"] kb. 10 mM, amibdl a szabad [Ca?*] néhany mM-t tesz ki. Ezt a szintet
tartjak allando értéken a Ca?*-kotd fehérjék. Az SR felszinén nem csak Ca®*-csatornak, hanem
nagy permeabilitasi K* és CI” csatornak is talalhatok, amelyek a Ca®'-felszabadulas és -
visszavétel soran létrejové fesziiltségkiilonbségeket ki tudjak egyenliteni. gy az SR
membranon keresztiili Ca?*-mozgis nem generdl membranpotencial-valtozasokat.

Az intracellularis raktarakbol felszabadult Ca?* nem marad a mioplazmaban, a SR-ba
valé aktiv visszavétele mar a felszabadulas pillanatdban megkezdédik Ca®* pumpik

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

A myostatin



A myostatin (Mstn) egy extracellularis citokin, amely a transzformalé novekedési faktor-béta
(TGF-PB) szupercsalad egyik tagja, amely jelenlegi ismereteink szerint fontos szerepet jatszik a
vazizom novekedés negativan szabdlyozdsdban. Ez a fehérje egy 25kD molekulatomegii
homodimer, melyben diszulfid kotések vannak a C-terminalis régioban talalhatdé monomerek
kozott. A myostatin latens formaban kering a vérben, amelyre az jellemz0, hogy a fehérje N-
termindlis részéhez nem kovalensen egy propeptid kotddik. Ezen propeptid hasitasaban a
metalloproteinazok kozé tartozd bone morphogenetic protein (BMP)-1/tolloid csalad tagjai
elengedhetetlenek, igy biztositva a myostatin funkcidjanak aktivalasat.

Szelekcids tanulmanyok soran megndvekedett izomtomegii allatokat szintén talltak a
protein novekedés genetikai alapjat vizsgalva. Ezek kozott az allatok kozott talalhatok meg az
ugynevezett ,,Compact” egerek mely allatokbol szdrmazoé Mstn gént szekvenalva egy 12 bp
deléciora bukkantak, ezért kaptdk a MstnCMPtAAC nevet. Ez a delécio lehetdvé tette, hogy
modosuljon a myostatin expresszié vagy a downstream szignalizacid modulalédjan, igy a
hipermuszkularis fenotipus megjelenhetett.

Amthor és kutatocsoportja kimutatta, hogy a megnovekedett izomtomeg ellenére, a
kontroll csoportokhoz képest, nem volt megndvekedett izomerd az elektromos ingerrel kivaltott
tetanuszos osszehuzodasok soran, sét a Mstn knock-out (Mstn”") és Cmpt allatokbél szarmazo
extensor digitorum longus (EDL) izmok is gyengébbek voltak a vad tipusu kontroll allatokhoz
képest. Ennek ellenére az EC-kapcsolatkapcsolat 1épéseit eddig még nem vizsgaltak részletesen
ezekben az

A Cmpt allatoknak az alloképessége azonban elmarad az aktiv myostatinnal rendelkezd
allatokétol. Ezek az allatok példaul konnyebben elfaradnak, nagyobb a hajlamuk a metabolikus
acidozisra, ill. a respiratorikus és a cardiovascularis rendszeriik sériilékenyebb. A dupla
izommal rendelkezd allatokban az izomszovet anyagcseréje a glikolizis felé tolodik el, az
izomrostok nagyobb hanyada pedig un. gyors izom. Ezzel magyarazhat6 a faradékonysag,
mivel ezen izomtipus hirtelen gyors 6sszehuzodasokra képes, konnyebben elfarad, mint a lassu
izmok. Bar az izmok anaerob koriilmények kozott lejatszodo anyagesere utvonalai aktivabbak,
mégis faradékonyabb, ami 0sszefiiggésbe hozhato az érellatottsaggal is.

A mutans génnel rendelkezd kiilonb6zd genetikai egérmodellek esetében a hatalmas
izomnovekedést a hyperplasia és/vagy hypertrophia idézi eld. A hyperplasia esetében az érintett
szovet sejtjeinek a szama, jelen esetben az izomszovet rostjainak a mennyisége megnd, de az
altaluk képzett strukturdk a normalistol nem térnek el. Hypertrophidrdl akkor beszéliink, ha a
szovet sejtjeinek a mérete n6 meg. A megfigyelések szerint a myostatin gén postnatalis

inaktivacidja egerekben foként hypertrophiat idéz eld.



Az MTM1 és kiillonb6zo PtdInsP csoportok kapcsolata

Az X-kapcsolt miotubularis (centronukledris) miopatia (XLMTM) egy igen sulyos
kogenitalis rendellenesség, melyre jellemz6 egy altalanos izomgyengeség és hipotonia. Ezen
tilbetek gyakran vezetnek a sziiletést kovetd haldlozassal. Az XLMTM a centronuklearis
miopatidk (CNM) csoportjaba tartozik, amelyek patoldgiai jellemzdi a vazizom tekintetében
megegyeznek. A CNM-k neviiket tehat az izomrostban abnormalis modon centralisan
elhelyezkedd magvai miatt kaptak, mivel fizioldgias koriilmények kozott a magok a rostok
széleihez kozel lokalizalddnak. Raadasul a magok helyzetén kiviil jellemz6 még a szervezetlen
perinukledris organellumok jelenléte, valamint az oxidativ allapotban bekovetkezo
abnormalitasok.

Az izomrostok hipotrofok, kisméretliek, kerekded alakuak és a sejtmag pedig centralisan
helyezkedik el, eldre jelezvén, hogy a rendellenesség az izom fejlddésének késdi
miogenezisének szakaszdban okoz elvaltozast.

A kisér6 tiinetek gyakran mar kozvetleniil a sziiletés utan megfigyelhetok csecsemoknél, vagy
késobb a gyermekkorban. Ritka esetekben a tiinetek nem jelentkeznek a felndttkor eléréséig.
A rendellenesség egy X-kotott recessziv allapotbol szarmazik, mivel a betegség dominansan a
férfi nemben jelenik meg, de a nénemii hordozok esetében is megfigyelhetdek néha az enyhébb
tiinetek megjelenése. Ritka esetekben azonban naluk is megjelenhetnek a férfi nemre jellemzd
sulyos tlinetek.

A foszfoinozitolok funkcidjanak megismerése hosszi ideig a foszfoinozitol-4,5-
biszfoszfat (PtdIns(4,5)P2) szerepének megismerésére korlatozodott, mint a foszfolipaz-C
Az elmult évtizedben hihetetleniil feler6sodott az a koncepcid, ami most mar magaban foglalja
a 3-OH pozicioban foszforilalt PtdInP-okat. Ezek szamos celluléris funkciot kontrollalnak,
tobbek kozott a citoszkeleton Ujraszervezddését, a fehérjék dokkolasat vagy a
membrantranszportot. Szamos tanulmany ravilagitott arra, hogy a PtdInsP-ok szerepet
Jjatszanak egyes ioncsatorndk aktivitdsdnak szabalyozasaban. Az MTMI1 génben tobb mint 200
un. loss-of-function, azaz funkciovesztéssel jar6 mutacié kovetkezhet be, az MTM1 gén egyik
termékének, a miotubularinnak, minden doménjét érintve, amely igen stlyos
izomgyengeségben a sziiletés utan hetekkel bekovetkezd haladlozdsban nyilvanul meg. A

myotubularin egy foszfoinozitid (P1)3 foszfataz amely hatassal van a foszfoinozitolokra.



A foszfoinozitolok (PtdInsP) Ca?" homeosztazis és EC kuplung befolyasolasaban betdltott
lehetséges szerepe az elmult évekig ismeretlen volt. Néhany friss kutatas szerint a PtdInsP-
foszfataz hianyos transzgenikus egerekbdl szarmazo fehérjék, kiilonosképpen a MTMI
(myotubularin) és fehérjéi, az MTMR-ek (myotubularin és myopatia kapcsolt foszfatazok)
mélyebb betekintést engedtek a témaba. Az MTM1 hidnya és az izomgyengeség kozotti
kapcsolat mindaddig rejtve maradt, amig az MTM 1-hianyos egerekbdl szarmazo izomrostokon
végzett kisérletekben sulyosan sériilt EC kuplung mechanizmusra bukkantak. Mi tobb, az EC
kuplung MTM14 hianyban szenvedé zebrahalakban szintén sériiltnek bizonyult, viszont az
MTMI1 hianya nem okozott semmilyen hibat a bels6 membranrendszer felépitésében. A RyR1
szamanak csOkkenése is szerepet jatszhat az izom gyengeségének kialakuldsédban, azonban
jelenleg az a f6 kérdés, hogy mennyi RyRI1 jelenléte sziikséges a megfelelé6 EC kuplung
miikodéséhez és erre a kérdésre még nincs pontos valasz. Fontos kiemelni azt is, hogy szamos,
RyR1 mutacidval jar6 human izombetegség esetén kimutattak a sokkal nagyobb mennyiségben
csokkent RyR1 szamot az MTM1 hidnyaban megfigyeltekhez képest. Mds izmot érintd
betegségek esetében tehat a sulyos RyR1 szam csokkenés nem vezetett az MTM1 esetében
megfigyelt sulyossagl izomgyengeséghez és nem befolyasolta olyan nagy mértékben a betegek
mindennapi életét.
Célkitiizés

Mig a myostatin mutacidja megnovekedett izomtomeghez vezet, addig a miotubularint

kodold génben bekdvetkezd valtozasok sulyos izomgyengeséget okoznak. Az MTMI1

crer

Ezek tiikrében a kovetkezo célokat tiztik ki:

A Mstn deficiencia hatdasa az EC kapcsolatra

Annak érdekében, hogy a megnovekedett izomtdmeg €s a csokkent specifikus erd kozott
fenndlld nyilvanvalo eltérést a Cmpt egerek esetében a kontrollhoz képest feltarjuk, azt
feltételeztiik, hogy az EC kapcsolat érintett lehet ezekben az allatokban. Ezért a célunk az volt,
hogy fényt deritsiink a kovetkez6 kérdésekre:

e Hatassal van-e a mutéacid az excitacios-kontrakcids (EC) kapcsolatra?

e Van-e kiilonbség a sejtmembran elektromos tulajdonsagaiban?

e Van-e kiilonbség a kontraktilis rendszer sajatsagaiban?

e A mutacionak van-e hatdsa a kalciumhomeosztazisra?

e Valtozik-e valami a szarkoplazmatikus retikulumbol (SR) torténd

kalciumfelszabadulas folyamatdban?



Ezen kérdések megvalaszolasara megmeértiik a Cmpt és vad tipusu allatokbol szarmazo vazizom
rostok nyugalmi membrénpotencialjat, vizsgaltuk a rostok kalcium érzékenységét és a
kontraktilis apparatus muikodését, teljes roston végeztiink kalcium mérést racidmetrikus
fluoreszcens kalcium indikatorral, depolarizaciéval kivaltott tranziensek tulajdonsagait

valamint az elemi kalciumfelszabadulasi események paramétereit elemeztiik.

MTM]1 funkciojanak hatasa az EC kapcsolatra

A bevezetében ismertetett eredmények azt sejtetik, hogy nem a RyR1 szamanak
csokkenése a kritikus pont a myotubuaris myopatia sulyossaganak kialakulasaban. Egy kézen
fekvo lehetdség az, hogy az EC kuplung defektushoz az izomban egy megvaltozott PtdInsP
metabolizmus vezet, az MTM1 PtdInsP foszfatazként betoltott funkcidjanak megvaltozasa
altal. Ezt az allitast alatamasztja Shen (Shen és mtsai., 2009) Kutatocsoportja, megmutatvan azt,
hogy egy madsik PtdInsP foszfatdz hidnya (MTMRI14) felelds az izom intracellularis
kalciumhomeosztazisanak megvaltoztatasaért. Ezen adatok azt sugalljdk, hogy a vazizom
kalciumhomeosztazisanak szabalyozasaban, valamint az EC kuplungban a PtdInsP-ok fontos
szerepet toltenek be normalis koriilmények kozott, csak ugy, mint bizonyos
izombetegségekben. Ennek tiikrében a kovetkez6 célokat tliztiik ki:

e Egyértelmii bizonyitékok keresése, melyek ravilagitanak a PtdInsP szerepére a
kalciumhomeosztazisban és EC kuplungban normal kériilmények kozott.

e Az EC kuplung mely szerepldi lehetnek érintettek PtdIndP kezelés esetén?

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

Ezen kérdések megvalaszolasa érdekében vizsgaltuk az elemi kalciumfelszabadulasi
események kinetikdjat, a vazizom rostok elektrofizioldgiai tulajdonsagainak valtozasat PtdInsP
kezelés hatasara, valamint az in vivo elektroporacioval torténé MTM1 overexpresszidjanak
hatasat.

Anyagok és modszerek

Allatok

Minden allatkisérlet megfelelt az Europai Uni6 iranyelveinek (86/609/EEC). A
kisérletek elvégzéséhez rendelkeztiink a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag
engedélyével (22/2011-DEMAB, 31/2012-DEMAB).



Paroztatas és genotipizalas a Cmpt allatoknal

A Cmpt allatok Dr. Miiller Géza laboratoriumabol szarmaznak (Varga és mtsai., 2009).
A Cmpt gén monitorozasa érdekében heterozigota allatokat hoztunk 1étre vad tipusu kontroll és
Cmpt allatok parositdsaval. A genotipizalashoz az allatok farokvégébdl szarmazod mintat
hasznaltuk.

In vivo Kisérletek
Futomalom

Az allatokat egyesével, onkéntes futtatomalommal ellatott ketrecbe helyeztiik, melyben
ad libitum taplalékhoz és vizhez is hozzafértek. A kisérleteket 12/12 o6ras vilagos/sotét
megvilagitas mellett végeztiik szobahdmérsékleten A kerék szamitogéppel volt dsszekotve, az

adatok 20 perces intervallumonként keriiltek rogzitésre, 14 napon keresztiil folyamatosan.
Grip-teszt

Az egereket farkuknal fogva mellsd mancsukkal megkapaszkodtak egy eréméréhoz
kapcsolt fém kerethez. Az éallatokat a kerettel parhuzamosan tartottuk, hogy ne zarjanak be azzal
szOget a mérések alatt. Szamitogeép rogzitette azt a maximalis erdt, amit akkor mértiink, miel6tt
az allat elengedte volna a racsot. Ebben a kisérletsorozatban 5 Cmpt és 11 vad tipust egér vett

részt.
In vitro vizsgalatok
Az egyedi vazizomrostok elokészitése

A kisérleteket vazizom rostokon végeztiik, melyek az egerek flexor digitorum brevis
(FDB), extensor digitorum longus (EDL) és musculus soleus (SOL) izmaibdl szarmaztak. Az
egyedi rostokat enzimatikusan izolaltuk 37°C-on 50-55 percig kalciummentes modositott
Tyrode’s oldatban, amely 0,2% I. tipusu kollagenazt tartalmazott (Sigma, St Louis, MO, USA).
Az emésztés ledllitdsa utdn az izmokat normal Tyrode’s oldatban, 4°C-on taroltuk
felhasznalasig. Az egyedi vazizom rostokat trituralassal nyertiik ki az izombdl. A rostokat egy
lamininnel fedett specialis iivegalji petribe helyeztilk és 1-2 ora tapadasi 1d6 elteltével

felhasznaltuk.



Nyugalmi membranpotencial mérés

Az FDB izmok oxigendlt Tyrode’s oldatban voltak a mérés alatt, szobahdmérsékleten.
Csupan az intakt membrannal ¢és tisztan lathato harantcsikolattal rendelkezd rostokon tortént
mérés. A membranpotencial méréséhez 3M KCI oldattal toltott, 30-40 MQ ellenallasu
pipettakat hasznaltunk. Az elektrédak Multiclamp-7001A amplifikatorhoz voltak kotve (Axon
Instruments, Foster City, CA, USA) aram-clamp beéllitast hasznalva.

Kontraktilis fehérjék Ca®* érzékelységének vizsgalata

A Ca*'-fiiggd aktiv izometrikus eré és annak Ca?" érzékenysége valamint a Ca®'-
fiiggetlen passziv erd6 mérése a permeabilizalt EDL és SOL izomrostokon mechanikai
mérérendszer segitségével tortént 15°C-on. A Ca?" kontrakturak kivaltdsa ugy tortént, hogy a
rostokat a relaxald oldatbol aktivalé oldatba transzferaltuk. Az egyedi Ca* kontrakturak alatt,
amikor az erd eléri a maximumot, egy gyors, Un. ,,release-re-strech” mandvert hajtottunk végre
az aktival6 oldatban. Ezen kdzbelépés eredményeként, az erd a csticsértékrdl nullara csokkent,
igy meg tudtuk kapni a totdl maximalis er6t (Fiotal), €zutan az erd Gjra ndhet. Ezt a novekedés
egy egyedi exponencialis fliggvényre illesztve megkaptuk az erd Gjra novekedésének allanddjat
(ktr). A rost ezutan ismét a relaxal6 oldatba kertilt, ahol az 6sszehtizodas 80%-a volt az eredeti
hossznak, igy kovetkeztethettiink a passziv erére (Fpassive). Az aktiv izometrikus eré (Factive) @
totdl maximalis erd és a passziv erd kiilonbségébdl adodik. Az aktiv €s passziv erd értékeit a
rostok keresztmetszetére normalizaltuk, melyet a rost szélességébdl és hosszabol kaptunk. Az
izometrikus erd értékek a Ca?*-aktivalt aktiv erre normalizaltuk, és a Ca?*-eré kozotti

osszefiiggésekbdl kovetkeztethetiink az izometrikus eré produktuménak Ca®*-fiiggésére.
Teljes-sejtes Ca?* koncentracié mérés

Az intracellularis Ca®*-ban bekovetkezd valtozasokat Fura-2-AM, raciometrikus
fluoreszcens kalcium indikatorral felto1tott FDB rostokon mértiik. Az egyedi FDB izomrostokat
lamininnel fedett fed6lemezekre tettiik, majd 5 uM Fura-2-AM festékkel toltottiik 60 percig. A
Ca?*-tranzienseket KCl oldattal valtottuk ki. Az intracelluldris Ca®'-koncentracioban
bekovetkez6 valtozasokat a mért fluoreszcens intenzitasok hanyadosanak (Fzao/F3g0)

kiszamitasaval kaptuk.



Az [Ca?*]i valtozasainak detektalasa konfokalis mikroszkopia segitségével

Az egyedi akcios potencidlok kivaltdsdhoz ingerkiiszob feletti, 2 ms hosszil négyszog
impulzusokat hasznaltunk (S88 Stimulator, Grass Technologies, Warwick, RI, USA). A mérés
soran a rostokhoz kozel helyeztik el az impulzusok kivaltasahoz sziikséges platina
elektrédokat. A tetanuszos depolarizaciokat kiiszob feletti, 2 ms hossza és 100Hz frekvenciaval
ismétl6dé négyszogimpulzusokkal valtottuk ki. Az impulzusok mindegyike 500 ms hossza
volt. A depolarizacid altal kivaltott kalcium tranzienseket 22°C-on, konfokalis 1ézer scanning
mikroszkop (Zeiss 5 Live, Oberkochen, Germany) segitségével detektaltuk, miutin a FDB
rostokat 20 uM Rhod-2-AM fluoreszcens kalcium indikatorral toltéttiik 15 percen keresztiil.
Az un. ,line-scan” képeket (512 pixel vonalanként) hasznéltuk arra, hogy monitorozzuk a
fluoreszcens intenzitdsban bekdvetkezd valtozasokat 1 ms per vonalanként, 40x vizes
objektivet haszndlva. A Rhod-2-AM gerjesztése hélium-ion 1ézerrel tortént (543 nm), az
emissziot pedig 550 nm-en detektaltuk. A Rhod-2 altal detektalhatod fluoreszcens intenzitas
valtozasanak idébeliségét (Frnod), a ,,line-scan” képek megfelelé adatpontjait (altalaban 10-15)
atlagoltuk. A nyugalmi fluoreszcenciat a depolarizacié bekovetkezte eltt mért fluoreszcencia

értekekbdl hatdroztuk meg.
Elemi kalcium-felszabadulasi események detektalasa

Kisérleteink soran a lézer pasztazo konfokalis mikroszkopot kétféle tizemmodban
hasznaltuk. Az elemi kalcium felszabadulasi események detektalasara Cmpt és vad tipust
egerekbdl szarmazd rostok esetében a Zeiss LIVE mikroszkopot hasznaltuk, line-scan
iizemmodban, 22°C-on. Az egerek FDB izmaibdl izolalt izomrostokat Saponinnal torténd
elokezelést kovetéen 50 uM Fluo-3 AM fluoreszcens festékkel, A fluoreszcens festék
gerjesztése Argon ion lézerrel 488 nm hulldmhosszon tortént, a festék altal kibocsatott fényt

510 nm-en mértiik.

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

In vivo elektroporacié

hialuronidaz tartalmt fiziologias oldatot injektaltunk az allatok hats6 lababa. Az allatot egy ora

elteltével Ujra elaltattuk és ezutdn a talpakba injektaltunk 10pg/ul Tyrode’s oldatban oldott



plazmid DNS-t. Osszesen 30-50ul végtérfogatot fecskendeztiink be labanként kiilonbdzo
helyekre annak érdekében, hogy minél hatékonyabban el tudjuk talalni az FDB és musculus
interosseus izmokat. Az injektalast kdvetden két arannyal bevont rozsdamentes acélbol késziilt
akupunktiras tit, mely az elektroporator késziilékhez volt csatlakoztatva (BTX ECM 830
square wave pulse generator, Harvard Apparatus, Holliston, USA), szrtunk az allatok labanak
bére ald, és elinditottuk az elektroporald impulzusokat. A protokoll alapjan 20 pulzus

alkalmaztunk, melyek amplitaddja 200V/cm, a hossza 20ms és az alkalmazott frekvencia 2Hz.
Elektrofiziolégia és membran aram analizis

A mérések soran RK-400 patch-clamp apmlifikatort hasznaltunk teljes-sejtes aram-
clamp konfiguraciot alkalmazva. A rostokat szilikonnal bevont TEA-tartalmu extracellularis
oldatba helyeztiik, majd az egyedi izomrostokat szilikonnal fedtiik be ugy, hogy a rostok egyik
végének egyharmada ,.kilogott” a szilikon alol (ezen a teriileten tortént a mérés). Az aram
pulzusok generdldsdra pClamp9 programmal (Axon Instruments) irdnyitott analdg-digitalis
konvertert (Digidata 1440A; Axon Instruments, Foster Ciry, CA, USA) hasznaltunk. A
fesziiltség-clamp megvalositdsdhoz intracellularis oldattal toltott pipettat hasznaltunk. A pipetta
hegyét a rost szilikonnal fedett részébe szurtuk, majd hagytuk a belsé oldatot a rostba
diffundalni. Az ellenéllds csokkentéséhez analdog kompenzaciot alkalmaztunk. A nyugalmi
tartopotencidl -80mV volt, errdl a szintrél 1épcsdzetes impulzusokkal depolarizaltuk a rost

membranjat.

Adatelemzés és statisztika

Minden értéket az atlagokkal + az atlagok standard hibajaval (SE) jellemeztiink. A statisztikai
szignifikanciat Student-féle t-probaval szamoltuk, P<0,05 értékeket tekintve szignifikdnsnak.
A Cmpt és vad tipusu torzsek kozotti statisztikai Osszehasonlitast egyvaltozos variancia

analizissel (ANOVA) valamint Student-Newman-Keuls metddussal szamitottuk ki.



Eredmények
A myostatin hiany funkcionalis vizsgalata
In vivo kisérletek

A Cmpt allatok nagy izomtomeggel rendelkeztek €s a stlyuk tobb mint kétszerese volt az
azonos kort vad tipusu kontroll tarsaikénak. Ahogyan az varhat6 volt, a nagyobb izomtomeg
megléte miatt a Cmpt allatok jobban teljesitettek a vad tipusu tarsaiknal. Az éltaluk produkalt
maximalis erd szignifikdnsan nagyobb volt. Azonban, miutan az abszollt erdt a testtomegre
normalizaltuk, kompenzilva a megndvekedett izomtdmeget, a vad tipusu egerek esetében

szignifikansan nagyobb relativ erdt kaptunk a Cmpt allatokhoz képest.

A futdmalommal végzett kisérletek sordn is hasonlé eredményekre jutottunk. Az atlagos és a
maximalis sebességet tekintve a vad tipusu allatok jobban teljesitettek, csak tigy, mint a megtett

tav esetében. Raadasul sokkal tobb 1d6t toltottek futassal a Cmpt allatokhoz képest.

Osszegezve tehat ezek a kisérletek bizonyitottak, hogy a Cmpt allatok esetében megmutatkozé

megnovekedett izomtomeg ellenére az altaluk produkalt erd messze elmaradt a vartnal.
In vitro kisérletek
Nyugalmi membranpotencial

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

eltérést élettani szempontbdl relevansnak.
A kontraktilis rendszer kalciumérzékenysége

A nyugalmi membranpotencial meghatarozasa utani kovetkez6 1épés a kontraktilis rendszer
miikodésében fennalld esetleges kiilonbségek felderitése volt. Az izometrikus kontrakciok alatt
kialakul6 eré mérése 31 rost szegmensen tortént (a szegmensek hossza 80,7 £ 5,1 um), melyek

EDL ¢és SOL izomrostokbol szdrmaztak négy kontroll €s négy Cmpt allat felhasznalasaval.



Az intracellularis kalciumkoncentracioban bekovetkezo valtozasok Cmpt allatok esetében

Mivel a kontraktilis fehérjék kalciumérzékenysége hasonld volt a vad tipusti és Cmpt
allatokban, a Cmpt mutacid talan a kalcium homeosztazisra van hatdssal. Ennek kideritése
érdekében a kalcium homeosztazis 12-16 hetes kontroll és Cmpt allatokbol izolalt, egyedi FDB
izomrostokon vizsgaltuk. A 120 mM KCI depolarizacié segitségével kivaltott
kalciumtranziensek mérése soran normal (1,8 mM) extacellularis kalciumkoncentraciot
biztositottunk. Az adatok Gsszegzése alapjan megallapitottuk, hogy a Cmpt mutacionak nincs
hatasa az intracellularis nyugalmi kalciumkoncentraciora. Ez azt sugallja, hogy az
extracellularis térbdl torténd kalcium ,,leak”-et valamint az oda torténd kalcium kipumpalast

nem befolyasoljak a Cmpt mutacio altal 1étrehozott koriilmények.
AKkcids potencial altal kivaltott kalcium tranziensek FDB izomrostokban

A téringerléssel kivaltott globalis kalcium felszabaduldsi események mérése ismételten
FDB izomrostokon tortént. Ezek a kalcium tranziensek régzitése 1ézer scanning konfokalis

mikroszkop segitségével tortént ,,line-scan” modban.

Az adatok analizalasa soran kideriilt, hogy az egyszeri impulzusokkal kivaltott kalcium
tranziensek atlagos amplitudoja szinte teljesen megegyezett a két torzs esetében (2,37 + 0,12
F/Fo, n= 25 kontroll esetben; 2,50 + 0,15 F/Fo, n=26 Cmpt rostok esetében), azonban a

sorozatingerlés alkalmazasakor az amplitado szignifikansan lecs6kkent a kontrollhoz képest.

Az SR-bdl torténd kalcium felszabaduléds tovabbi analizaldsa soran eldszor a sorozatingerléssel
kivaltott kalciumtranziensek normalizalt fluoreszcencia értékeit kalciumkoncentraciova
transzformaltuk a fentebb leirt egyenlet alapjan, majd a teljes felszabadult kalcium mennyiségét
([Ca]t) és a RyR csatornakon keresztiil felszabadulo kalcium fluxusat (FL) is kiszamitottuk.
Jelents valtozas tortént az intracellularis kalciumkoncentracidban, csak 0gy, mint a
myoplasmaba felszabadul6 teljes kalcium mennyiségében, és a hozzajuk tartozé kalcium
felszabadulas fluxusaban. Mindezek csokkentek a Cmpt allatok esetében. A FL az impulzus
leadasat kovetd 9 ms eltelte utan érte el a csucsértékét és szignifikansan kisebb volt a Cmpt
rostokban. Tovabba az Rre fenntartott szintjében is eltéréseket figyeltiink meg. Masrészt viszont
a csucs-fenntartott szint aranya és az inaktivacio idéallandoja valtozatlan maradt. A felszabadult
kalcium mennyiségében egy durvan 30%-os csokkenés figyelheté meg a mutdns térzsnél. Ezek
az adatok tisztdn mutatjdk, hogy a depolarizacio 4altal kivaltott kalciumfelszabadulas

szignifikansan Kisebb volt a Cmpt allatokban.



Elemi kalcium felszabadulasi események Cmpt rostokon

Hogy megértsiik a SR-bol torténd kalcium felszabadulas csokkenésének okat, elemi kalcium
felszabadulasi eseményeket rogzitettiink kontroll és Cmpt allatokbol szarmazo FDB
izomrostokon nagy sebességli 1ézer-pasztazd konfokalis mikroszkop segitségével. A rostokon
kalcium spark-ok (kalcium felszabadulasi események nagy amplitadoval és rovid
id6étartammal) és ember-ok (alacsony amplitado6ja és hossza idtartami események) alakultak
ki. Megjegyzendd, hogy a spark-ok megjelenési valoszinlisége 1ényegesen nagyobb volt az
ember-okénél. Annak ellenére, hogy a Cmpt rostok ugyanugy generaltak spark-okat mint a

kontroll rostok, az események karakterisztikus tulajdonsagaikban eltéréseket figyeltiink meg.

A spark-ok amplitadoja a Cmpt mutacié esetében csokken. A kontroll rostokon mért sparkok
atlagos amplitudodja szignifikdnsan nagyobb volt a Cmpt rostokon mértekhez képest (0,165 +
0,001 vs. 0,154 + 0,002, P<0,001). Ehhez hasonldan, relative magasabb szamban figyeltiink
meg gyorsan kialakulo spark-okat a Cmpt allatokban a kontrollhoz képest, igy az atlagos csucs
elérés¢hez sziikséges 1d6 szignifikans csokkenést mutatott (34,7 £ 0,9-r6l 24,3 + 0,8 ms-ra
kontroll és Cmpt rostokon, P<0,01). Bar a FWHM eloszlasanak alakja nem valtozott a Cmpt
mutacio hatasara, de szignifikansan (P<0,01) lecsokkentette az atlagos FWHM értéket a
kontroll esetében mért 1,92 + 0.01-r6l 1,87 £ 0,01 pum-re. Az események idétartamanak
eloszlasa szintén valtozott a mutacio hatdsara, relative magas frekvenciat mutatva a rovidebb
ideig tartd események esetében Cmpt egerekben. Raadasul a spontan elemi kalcium
felszabaduléasi események frekvenciaja szignifikdnsan (P<0,001) csdkkent a Cmpt allatokbol

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

A myotubularin PtdIns szubsztratjainak hatasa a fesziiltség aktivalt Ca%* felszabadulasra

vazizomban
PtdIns(3,5)P2 és PtdIns(3)P csokkenti a fesziiltség-aktivalt Ca’* felszabadulast

Mivel az MTM1 hianya sulyos valtozasokat okoz az EC kapcsolatban, kiilondsen
érdekelt minket a foszfatdz aktivitasabol szarmazd szubsztratok hatasa. A PtdIns(3,5)P2,
PtdIns(3)P, PtdIns(5)P és PtdIns oldhato formait ezért mikro-injektalas segitségével egyedi
FDB izomrostokba juttattuk és az intracellularis kalciumkoncetraciot fesziiltség-clamp
koriilmények kozott vizsgaltuk. A PtdInsP-ok injektalasanal iigyeltiink arra, hogy a rostokba
keriild végsd koncentracid6 100uM alatt maradjon. A nyugalmi kalciumkoncentracié nem

kiilonbozott a kontroll rostok (0,15 = 0,02uM, n=16) és PtdInsP formaval injektalt izomrost



esetében. Azonban szignifikansan valtozott azokban a rostokban, melyeket PtdIns(3,5)P2-vel
(0,21 £ 0,02 uM, n=8), PtdIns(3)P-vel (0,20 + 0,02 uM, n=8) vagy PtdIns (0,12 £+ 0,02 uM,

n=6) formaval injektaltuk.

A maximalis kalcium felszabadulas csucsértékeit (d[Ca]r/dr max), az 50%-0s aktivaciohoz
tartozo fesziiltséget (Mos) és a meredekséget (k) mutatja be a 28. abra. A kontrollhoz
viszonyitva a maximalis kalcium felszabadulas 30-50%-o0s csokkenést mutatott a PtdIns(3)P
(p<0,001) és PtdIns(3,5)P2> (p=0,02) injektalt rostok esetében, mig a meredekség bar kis
mértékben, de szignifikansan novekedett a PtdIns(3,5)P2 (p=0,001) és PtdIns(5)P (p=0,03)
jelenlétében. Annak ellenére, hogy az indo-1 magas affinitdst mutat a kalcium irant és kinetikai
sajatsagaibol adoddéan nem megbizhaté a nagy és gyors kalciumkoncentracid valtozasok
detektalasdban, amikor fesziiltség-clamp modszerrel kombindltuk, a  kisSmértéka
depolarizaciora adott kalciumvalaszok mérésére alkalmas volt, mivel a szaturacids hatar alatt
maradt a felszabaduld kalcium mennyisége. Igy az indo-1 hasznélatat limitalo

tulajdonsagoknak nem lehet hatasa a vizsgalt PtdInsP kalciumkoncentraciora kifejtet hatasaira.

A kalciumtranziensek leszallo szaranak elemzése soran a citoszolikus kalciumeltavolitas
szignifikansan lassabbnak bizonyult a PtdIns(3)P injektalt rostok esetében, mivel a kalcium
felszabadulast az egyedi kalciumeltavolitas sajatsagaibol szdmoltuk minden egyes rost

esetében.

A PtdIns(3,5)P2, PtdIns(3)P és PtdIns(5)P csokkentette az elemi kalcium felszabadulasi

események szamat permeabilizalt izomrostokban

A permeabilizalt izomrostokon mért spontan elemi kalcium felszabadulasi események
lehetdséget biztositanak a RyR funkciondlis tulajdonsagainak nativ kornyezetben torténd
tanulmanyozasara anélkiil, hogy a DHPR barmilyen kontrollt gyakorolna ra. Ezen lehetséget
kihasznalva megvizsgaltuk, hogy a PtdInsP formak gyakorolnak-e barmiféle direkt hatast a
RyR szabalyozott kalcium felszabadulasi aktivitasra, igy betekintést kaphatunk a jelenség
mogott 4116 mechanizmusba. A spontan kalcium felszabadulasi eseményeket gyors konfokalis
(x,y) képalkoto eljarassal rogzitettiik, 15 perces PtdInsP eldkezelést kovetden, €s a mérési
eredményeket azon kontroll rostokon mért eseményekkel vetettiik 6ssze, melyeket ugyan olyan

koriilmények kozott inkubaltuk, azonban standard mérési oldatban.

Az MTMI1 overexpresszidja nem befolyasolja a fesziiltség aktivalt kalcium felszabadulast



Annak ellenére, hogy egy gyenge csokkenés figyelhetd meg a csucs kalcium felszabadulasban
az MTM1-et overexpresszaldo rostok esetében a kontroll rostokhoz képest, a kiilonbség

statisztikailag nem volt szignifikans.

A kapott adatokra Boltzmann fligvényt illesztve megkaptuk a maximalis cstucs kalcium
felszabadulast (32,5 £ 3 pM ms™ vs 28,2 + 3 uM ms™?), az 50%-0s aktivacio fesziiltségét (-7,2
+ 1 mV vs -5,6= 1 mV), valamint a meredekséget (6,8 £ 0,2 mV vs 6,5 + 0,4 mV) kontroll, és

MTMI overexpresszalo rostok esetében.

Az indo-1 egy magas affinitasu festék, amely nagy lépésben torténé depolarizacid esetében
hamar szatural. Ez a jelenség gatolhatja az esetleges MTMI1 overexpresszido kalcium
felszabadulast erdsité hatasat. Ennek elkeriilése érdekében a transzfektalt rostok
kalciumtranzienseit Fluo-4 nem raciémetrikus fluoreszcens kalciumindikatorral valo toltéssel
valamint magas EGTA tartalmu kiils6 oldat alkalmazasaval is rogzitettik. Nem talaltunk arra
utalo jelet, hogy az MTMI1 overexpresszidja hatassal lenne a fesziiltségaktivalt kalcium

felszabadulasra.
Megbeszélés
A myostatin deficiencia hatasa az EC-kapcsolatra

A myostatin knock-out, csak ugy, mint a Cmpt egerek, a megnovekedett izomtomegiik
ellenére, a kontroll allatokhoz képest csokkent izomerdvel rendelkeznek. Annak ellenére, hogy
ezekben az egerekben a rostok mindségi Osszetételében és metabolikus allapotukban valtozasok
kovetkeznek be, egyértelmii magyarazatot a kontraktilis funkcioban bekovetkezd valtozasokra
még nem ismerlink. Munkam sordn egyrészt megerdsitettiik a mas kutatocsoportok altal
korabban leirt in vivo kisérletek eredményeit, masrészt bizonyitani probaltuk azt, hogy nem a
kontrakcidos mechanizmus aktivacidjanak valtozasa, hanem a kalcium szignalizacioban
bekovetkezd valtozasok magyardzzak az erdkifejtésében meglévd csokkenést.

Az in vivo eredményeink szinkronban vannak a kordbban Mstn™" 4llatokon publikalt és Cmpt
egereken végzett kisérletekkel, ahol az allatok csokkent fizikai teljesitményt mutattak, mivel a
Cmpt allatok kevésbé mutatkoztak agilisnek a futdbmalomban végzett kisérleteink soran. Ezt
erdsiti az a megfigyelés is, hogy a Grip-teszt elvégzésekor kapott normalizalt eré (az abszolut
erdt normalizaltuk a testtomegre) csokkent a vad tipust kontroll allatokhoz képest. Ezen tesztek
soran bebizonyosodott az az allitas, hogy a Cmpt allatok a megndvekedett izomtomegiik

ellenére nem bizonyultak er6sebbnek a kontroll tarsaikhoz képest. Ez a megfigyelés, mivel in



Vivo kisérletekr6l van sz6, nem korlatozodhat csupan a vazizom teljesitményében bekovetkezo
csOkkenésre. A csokkent aktivitds egyéb okai kozé tartozhat a kardio-vaszkularis vagy a
respiratorikus rendszerben bekovetkezé valtozasok, igy ezekkel egyiitt magyarazhatd a
futdbmalomban nytjtott gyengébb teljesitmény a Cmpt allatok esetében. Ezen feltételezett okok
mellett a mi elképzelésiink is helyt allhat, miszerint az EC kapcsolatban bekdvetkezd valtozasok
¢s modosuldsok nagymértékben befolyasolhatjak a gyengébb teljesitményt.

A késoébbi kutatasok alapjan a megvaltozott metabolizmus az izomrostokban dsszefliggésben
kontrakci6 soran felhasznalt ATP mennyiségének hatalmas. Ezen eredmények azt sugalljak,
hogy a csokkent specifikus er6ért a megvaltozott aktin-miozin kdlcsonhatas a felelds, mivel a
miozin expresszioban moddosulasok kovetkeztek be. Ezen feltételezéssel ellentétben nem
taladltunk semmilyen valtozast a pCa filiggd erd generalasban kémiailag nyuzott izomrost
szegmensek vizsgalata soran. Sem a gyors, sem pedig a lassu tipust rostok esetében sem
figyeltink meg valtozast a kalciumérzékenység-fesziiltség Osszefiiggésében. Raadasul a
maximalisan kivalthatd eré mértéke hasonlo volt a kontroll és a Cmpt allatokban.

Masrészt az akciospotencial altal kivaltott intracellularis kalciumkoncentracioban bekovetkezo
csOkkenés magyardzhatja a tenzidban torténd jelentds csokkenést, mivel az akcidspotencial
sorozatok a fiziologias koriilmények kozott, azaz in vivo bekovetkez6 6sszehuzodast imitaljak.
Megjegyzendd, hogy az intracelluléris kalciumkoncentracidban bekovetkezd csokkenés, és a
kovetkezetesen fennallo alacsonyabb erdszint, a pCa-fesziilés fiiggésének mérései alapjan,
aranyosan kisebb volt, mint az izom atmérdjének novekedése (2,35 £ 0,19 vs. 6,93 + 0,32 mm?
kontroll (n=13), és Cmpt (n=19) torzsekben, EDL esetén (P<0,001), nem szamolva teljesen a
Grip-teszt esetében mért nagyobb erdvel.

Az SR kalcium felszabadulas fluxusa a globalis kalciumtranziensekb6l volt kiszamolva, és egy
33% nagysagu csokkenés volt megfigyelhetd a csucs és a fenntartott fluxus esetében. Mivel a
csucsértékrol a fenntartott értékre torténd visszatérés aranya nem valtozott a Cmpt egerekben
az SR-bol torténd kalcium felszabadulds fluxusanak gorbéje esetén, a kalciumcsatornak
aktivacios és inaktivacios kinetikdjanak valtozéasa valosziniileg nem érintett a Cmpt torzsben.
Ezt a megfigyelést tovabbi eredményeink is megerdsitették, melyek szerint az SR kalcium
fluxusdnak a cstcs eléréséhez sziikséges 1d6, valamint az inaktivacido konstansanak aranya
egyaltalan nem valtozott. Az utobbiban egy enyhe, de nem szignifikdns, névekedés volt
megfigyelhetd, amely O0sszecseng azon korabbi eredményekkel, melyek szerint a lassabb

inaktivaciot a cs6kkent SR-bol torténd kalciumfelszabadulas okozza. Mi tobb, a fentiekkel



Osszhangban, az akcidspotenciallal kivaltott kalciumtranziens soran az SR-bdl felszabadulo
kalcium mennyiségében is megfigyeltek csokkenést.

Ezek a megfigyelések harom lehet6séget kinalnak az eredményeink magarazatara, de az is
eléfordulhat, hogy ezen lehetdségek kombinacioja all fenn.

Egyrészt, az SR kalciumtartalméban csokkenés figyelhetd meg, masrészt csokken a RyR
csatorndk permeabilitasa/konduktancidja, harmadrészt pedig az aktivalt RyR csatorndk szama
is csokkent. Azonban hangsulyozni kell azt, hogy ezen valtozasok jelentdsége nem lehet tul
sz¢éleskorli, vagy pedig az inaktivacio kinetikajaban bekovetkezd valtozasok velejardi a
csOkkent SR kalcium felszabadulasnak.

Valdjéban az SR kalcium felszabadulds fluxusdban bekdvetkezé csokkenés Osszevethetd
A csokkent RyR permeabilitdis vagy SR kalciumtartalom magyarazhatja a metabolikus
aranyban bekdvetkezd valtozasokat, mivel a RyR redukcid érzékenységét mar szamos
alkalommal leirtak. Ezek a kozlemények arra engednek kovetkeztetni, hogy a csokkent
allapotok atformaljak a csatornat és annak a kinyilasa kevésbé lesz valoszinii, mig az oxidativ
kondicidk ennek a kinyildsnak a lehetdségét megndvelik, igy nagyobb lesz a valosziniisége
annak, hogy a RyR kinyilik. Ebbdl adododan, a redox allapot felé valo eltolédas a mioplazmaban
egy csokkent aktivaciot eredményezhet, mig az oxidativ allapot felé¢ valdo elmozdulas egy
magasabb nyugalmi SR szivargashoz és ezéltal csokkent SR kalciumtartalomhoz vezet. Ezek
szinkronban vannak az altalunk megfigyeltekkel. Annak érdekében, hogy meghatarozzuk,
vajon a RyR csatorndk per se érintettek-e a Cmpt torzsben, a csatornan torténd kozvetlen
mérések lennének sziikségesek.

Egyértelmiivé valt az eredményekbdl, hogy az elemi kalcium felszabadulasi események
megjelenési frekvencidja alacsonyabb a Cmpt allatokban a vad tipusti kontrollhoz képest.
Réadasul ezen események amplitidoja és FWHM értékei alacsonyabbak a kontrollhoz
viszonyitva. Annak ellenére, hogy nem tudtuk bizonyitani azt, hogy a Cmpt allatokbol szarmazo
izomrostok masként reagalnak a Saponin kezelésre, valosziniinek tiinik, hogy a megfigyelt
valtozasok a kalcium felszabadulast érintd modosulasok miatt kovetkeztek be. Ezt megerdsiti
az a tény, miszerint a kalcium felszabaduléds paramétereiben megjelend valtozasok dsszhangban
vannak az intakt rostokon mért globalis kalciumtranziensek paramétereiben bekovetkezett
valtozasokkal. Bovebben, az események csokkent szama ¢és a kibocsatott kalcium mennyisége
eseményenként megmagyarazza azt a megfigyelést, hogy miért kisebbek a kalciumtranziensek
a Cmpt allatokban. Mindezek alapjan a csokkent kalcium felszabadulas legvaloszinlibb

magyarazata az SR kalciumtartalmanak csokkenése. Ez legalabb két titon tudna befolyasolni a



kalcium  felszabadulas folyamatat. A  RyR  csatornak  aktivalodasa az SR
kalciumkoncentraciojatol fligg, azaz egy alacsonyabb intralumindlis kalciumkoncentraciod
alacsonyabb aktivalodasi szintet okoz a csatorndkban. Rdaddsul az alacsonyabb SR
kalciumkoncentracié miatt a csatornakon atfolyd aram is csokken. Ezen hatasok kombinacidja
megmagyarazhatja az alacsonyabb spark frekvenciat valamint a kalcium felszabadulasi
események kisebb amplitadojat és legvégiil a csokkent kalciumtranzienseket. Habar jelenleg
nincs egyértelmii magyardzatunk arra, hogy a mutdci6 hogyan befolyasolja az SR
kalciumtartalmanak csokkenését, minden adat azt az elképzelést tdmasztja ala, miszerint a

csOkkent specifikus erd a Cmpt allatokban ezen valtozasok eredménye.
Az MTM1 médosulasanak hatasa az EC-kapcsolat miikodésére

Munkam masodik részében egy még kevésbé ismert aspektusbol vizsgaltam az EC kapcsolatot,
mely meghatdrozd bizonyos sulyos izmot érintd betegségekben. Valdjaban a jelenlegi
felfedezés, miszerint a myotubularis myopatia Osszefiiggésben all a kalcium felszabadulas
mechanizmusdnak sulyos megvaltozasaval ravilagitott arra, hogy a PtdInsP formak
metabolizmusanak szabalyozasa potencialisan kritikus pont lehet. Azonban az, hogy a PtdInsP-
ok hogyan vesznek részt az EC kapcsolat szabalyozéasaban, sajndlatos modon meglehetdsen

rejtélyes.

A PtdInd(3,5)P2> vagy a PtdIns(3)P intracellularis jelenléte csokkenti a globalis fesziiltség-
aktivalt kalcium felszabadulast intakt vazizom rostokban. Az is bemutatasra keriil, hogy
azokban a kisérletekben, ahol ezen két PtdInsP OH-foszforilalt formaja csokkent, nem valtozott
a kalcium felszabadulas a kontrollhoz viszonyitva. Tehat a PtdInsP-ok szintcsokkenése nem
befolyésolta a kalcium felszabadulast, ezzel azt sugallva, hogy normalis koriilmények kozott,
azaz fiziologias allapotban ezek alacsony szinten vannak az intracellularis térben. Arra
vonatkozoan igen kevés jelenleg a bizonyiték, hogy a PtdInsP-ok szerepet jatszhatnak a
vazizom kalcium homeosztazisanak és/vagy az EC kapcsolat szabalyozasadban. Fdleg azon
kisérletek, melyek az egyedi RyR csatornak aktivitasan, az SR vezikulakbol torténd kalcium
felszabaduldsan és nyuzott rostokon torténd erdmérésen torténtek utalnak arra, hogy a
Ptdins(4,5)P> rendelkezik a RyR1 aktivitas befolyasolasanak képességével, de ezzel
kapcsolatban barmilyen egyértelmii fiziologiai 6sszefiiggést még nem talaltak.

Normalis esetben, az elemi kalcium felszabadulasi események emlds vazizomban nincsenek
jelen olyan frekvenciaban, amely lehetdové tenné analizalasukat. Mdasrészt azonban ezen

események analizise egy olyan lehetdség, mellyel a RyR1 funkcidjadban bekdvetkezd



eltérésekre in vitro, de mégis a lehet6 leg fizioldgiasabb koriilmények k6zott derithetiink fényt.
A fizioldgidsan megjelend elemi kalcium felszabaduldsi események emlds vazizomban a
globalis kalciumtranzienseket okozzdk. Vizsgéalatuk még mindig a legjobb hasznalhato
modszer a RyR1-en Keresztiili kalcium felszabadulas tulajdonsagainak leirasara in situ.

A PtdIns(3,5)P2 és PtdIns(3)P fesziiltség aktivalt kalcium felszabadulas csucsanak csokkentése
mellett azt is megfigyeltiik, hogy a permeabilizalt rostokon ezen formak a spontan kalcium
felszabadulasi események megjelenési frekvenciajat csokkentették. A PtdIns(5)P forma
azonban intakt rostokon torténé mérések soran szintén hatasosnak bizonyult. A kalcium
felszabadulasi események frekvenciaja alapjan, a RyR1 csatorna altal szabalyozott kalcium
felszabadulasban bekovetkezd valtozasok valosziniileg a csatorna ritkdbb megnyilasanak
kovetkezménye, nem pedig a csatorna vezetoképességének megvaltozasa all a hattérben.

Az intakt és a permeabilizalt rostokon mért adatok kozott nem talaltunk teljes konzisztenciat.
Példaul a PtdIns(5)P-nek nem volt szignifikans hatasa a fesziiltség-aktivalt kalcium
felszabadulasra, azonban az elemi Kkalcium felszabadulasi események frekvenciajat
csokkentette. Masrészt a PtdIns(3,5)P2 az elemi kalcium felszabadulasi eseményekre
erételjesebben hatott, mint a PtdIns(3)P vagy a PtdIns(5)P. Eredményeink azonban hasonloak
a Shen és kutatocsoportja altal kozolt adatokkal.

Az eredményeinkben tapasztalt eltérések ramutatnak a RyR1 csatorna aktivitasanak és a
PtdInsP formak altali modulalasanak komplexitasara. Példaul arra, hogy nativ intakt
izomrostban a RyR1 a DHPR kontrollja alatt all, mig a permeabilizalt rostokban a RyR1
spontan aktivitasa elemi kalcium felszabadulési események kialakuldsdban nyilvanul meg.
Felmeriilhet az a kérdés, hogy vajon csak a RyR1 lehet a PtdInsP formak célpontja az egyedi
rostok szintjén. A DHPR célpontként valé megjelenését a membranaramok mérése soran
készitett regisztratumok elemzése sordn kizartuk. Mi tobb, a tény, hogy az elemi kalcium
felszabadulasi esemény feltételezések szerint a DHPR befolyésa alol mentes RyR1 csatornak
aktivitasat mutatja, a PtdInsP esetében a DHPR nem t6lt be célponti szerepet.

In vitro megfigyelt PtdInsP indukalt RyR1 aktivitas valdsziniileg &sszefiigg egy specifikus
hatassal, amely a RyR 1 nyugalmi aktivitasara hat intakt rostokban. Erdekes modon a fesziiltség-
aktivalt kalcium felszabadulas csokkent amplitudoja ellenére a PtdIns(3,5)P2 és PtdIns(3)P
formakkal injektalt rostokban, a nyugalmi kalciumkoncentracié szintje megvaltozott.

Az adatok ravilagitanak arra a lehetdségre, hogy az MTM1 szubsztratok akkumuldlodasa
potencialisan csokkenti a kalcium felszabadulast és ezaltal az EC kapcsolat hibas mitkkodéséhez
vezethet MTML1 hianyos koriilmények kozott. A résztvevé mechanizmus(ok) és az aktualis

PtdInsP cél(ok) még nem teljesen ismert(ek) és jelenleg nincsenek ismereteink arrol, hogy a



PtdInsP-ok masként viselkednének egy sejt mas térrészében, mint a tridd régioban. Azonban,
mint ahogy az a PtdIns(4,5)P: esetében latszik, plazmamembranban elhelyezked6 ioncsatornak
miatt , a PtdIns(3,5)P2 és PtdIns(3)P valoszintileg direkt modon a RyR1 csatornakra hatva fejtik
Ki hatasukat. Ezt a tényt timasztja ala az, hogy szamos PtdInsP kot6dik a RyR1-hez. Az is
lehetséges, hogy a PtdInsP-ok mas célokat is el6nyben részesitenek vagy a RyR1
szomszédsagaban 1évé mas proteinekhez kotddnek. SOt az is eléfordulhat, hogy szerkezeti
valtozasokat okozhatnak a triad junkciojaban a membran gorbiiletének megvaltoztatasaval, ami

ezutan felelds lehet a megfigyelt hatasokért.

Osszefoglalas

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

Osszegezve tehat:
e A futomalomban ¢és a Grip-teszt soran a vad tipusu térzs jobban teljesitett a Cmpt
torzsnél.
¢ A nyugalmi membranpotencidlban nem volt eltérés.
e Sem a kontraktilis rendszerben, sem a kalciumérzékenységben nem taldltunk

kiilonbséget.



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

e A spontan elemi kalciumfelszabadulasi események frekvencidja és amplitadoja

alacsonyabb volt a Cmpt allatokban.

Az X-kapcsolt miotubularis miopatia egy igen sulyos izombetegség, melyet a
miotubularinért felelds génben bekdvetkezd mutaciok okoznak. A miotubularin egy PtdIns
foszfatdz, melynek megvaltozott miikodése a PtdInsP csoportok szintjének ndvekedéséhez
vezethet. A vazizomban az EC-kapcsolat szdmos PtdInsP deficiens modellben valtozast
szenved és ezen modellekben leirtdk a RyR csatorndk aktivitdsanak valtozasat is. Kisérleteink
soran megmértilk az intracellularis kalcium tranzienseket kiilonbozd kezeléseken atesett és
kontroll rostokon. Az egyedi, intakt izomrostokat a miotubularin foszfatiz MTM1 PtdInsP
szubsztratjaival (PtdIns(3,5)P, és PtdIns(3)P) vagy termékeivel (PtdIns(5)P és PtdIns)
mikroinjektaltunk. Nem figyeltiink meg szignifikdns valtozast a PtdIns(5)P vagy PtdIns
jelenlétében, azonban az SR-bol torténd kalciumfelszabadulas csucsértéke egy kb 30%-0s
csOkkenést mutatott a PtdIns(3,5)P2 vagy PtdIns(3)P jelenlétében, a rostok nagyjabol 50%-anal.
A mérések soran nem tapasztaltunk eltéréseket a membran aramok jeleiben. Ez azért fontos,
mert az aramgorbék elemzésével kovetkeztetni tudunk a DHPR vagy a kalciumfelszabadulas
inaktivacidjanak érintettségére.

A permeabilizalt izomrostokban, a spontan elemi kalciumfelszabadulasi események
frekvenciaja a PtdInsP harom foszforilalt formajanak jelenléte esetén csokkent, kiilonos
tekintettel a PtdIns(3,5)P2 jelenléte soran bekovetkezé depressziora, mivel szinte teljes
egészében megsziintek az események az ezen formaval kezelt rostok esetében, a kontroll
rostokhoz viszonyitva. Ezen eredményeink megerdsithetik az a feltételezést, miszerint az
MTMI1 szubsztratjainak patologias felhalmozoddasa akutan csokkenti a rianodin receptor
medialt kalciumfelszabadulast.
Osszegezve tehat:
e PtdIns(5)P ¢és PtdIns injektalt rostok esetében nem figyeltink meg eltérést a
depolarizécioval kivaltott kalciumtranziensekben.
e PtdIns(3,5)P2 ¢és PtdIns(3)P esetében a tranziensek csucsértéke nagyjabol 30%-0s
csokkenést mutatott.

e A DHPR és a Kézlemények kalciumfelszabadulas inaktivacidja nem érintett.



e Az elemi kalciumfelszabadulasi események megjelenési frekvenciaja csokkent a kezelt

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