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Bevezetés

A vdzizom felépitése és élettani sajdtossdgai

A vazizomzat a mozgas aktiv szerve, legfontosabb feladata a test vazat
alkoté elemek elmozditisa egymashoz képest, ezaltal a test helyének, illetve
helyzetének a modositdsa. A véizizomzat elemi egységei a vazizomrostok,
amelyeknek alapvetd mikodési formdja az idegi utasitdsra bekovetkezd
Osszehuzodas (kontrakcid). Az izomroston beliil a myofilamentumok
myofibrillumokba tomoriilnek, utdbbiakat a vdzizom igen fejlett intracelluléris
membranrendszere, a sarcoplasmaticus reticulum (SR) veszi koril. A
transzverzalis vagy T-tubulusok a felszini membrian betiiremkedései, €és a
termindlis ciszterndkkal egyiitt alkotjdk a harantcsikolt izom funkcionalis
egységét, a triddot. A kontrakcid létrehozdsahoz sziikséges Ca™* az SR termindlis
ciszternaibol szabadul fel az elektro-mechanikai kapcsolat sordn.
Az elektro-mechanikai kapcsolat

Az elektro-mechanikai kapcsolat az a jelatviteli mechanizmus, mely soran
a felszini membran (sarcolemma) depolariziciéja az intracelluldris [Ca']
atmeneti megemelkedésén keresztiil az izom kontrakcidjahoz vezet. A folyamat
a sarcolemma transzverzalis (T) tubulusainak membréanjaban 16v6 L-tipusi Ca*-
csatorndk, mdis néven dihidropiridin receptorok (DHPR) és az SR Ca™*-
csatorndinak (rianodinreceptor, RyR) az egylittmiikodésével valosul meg.
Emldsokben a rianodinreceptor hdrom izoform4ja ismert (RyR1, RyR2, RyR3),
melyek eloforduldasa szovetspecifikus: a RyR1 elsOsorban a vazizomban
expresszalodik, a RyR2 szivizomban €s szinte az agy teljes teriiletén, mig a
RyR3 el6forduldsa univerzalisnak mondhato.

Vazizomban a DHPR az izom akcidspotencidljdhoz képest hosszu
aktivacids idééllanddja miatt nem nyilik meg, tehat nem miikodik funkcionalis
csatornaként, de kozvetlen alloszterikus viszonyban 4ll az SR-ban vele szemben

elhelyezkedd RyR-ok egy részével. A DHPR a sarcolemma depolarizacidjakor




olyan konformaci6-valtozast szenved, mely a depolarizicié altal képviselt jelet
az SR rianodinreceptoraira kozvetiti, és azok megnyilasat okozza. A RyR-okon
keresztiil felszabadulé Ca®* aktivdlja a kiornyezé, DHPR dltal kozvetleniil nem
vezérelt RyR-okat is. Ez utobbi folyamatot Ca**-indukalt Ca**-felszabaduldsnak
(Calcium Induced Calcium Release, CICR) nevezziik.
A kalciumfelszabadulds elemi jelenségei

A Ca**-felszabadulds folyamata az egyes termindlis ciszterndkra
korlatozodik, lokélis marad, mivel a T-tubulus €s az SR szoros kapcsolata izolalt
miikodést tesz lehetdvé. A Ca’*-felszabadulds termindlis ciszterna szintjén
megvalosuld miikodési egységét sparknak nevezziik. A fentiek alapjan az egész
rostra kiterjedé globdlis Ca**-felszabadulds nem mds, mint az akciéspotenciél
altal idoben szinkronizalt sparkok Osszege.

Kordabbi  megfigyelések  alapjan  emlOsok  esetén az  elemi
kalciumfelszabaduldsi eseményeknek (Elementary Calcium Release Events,
ECRE) két formdaja ismert. Egy nagyobb amplitiddval jellemezhetd, rovid ideg
tartdo esemény a spark, valamint egy hosszabb ideig tartd, kisebb amplituddju
esemény az ember. A sparkok kialakuldsaért embrionélis vazizomban a RyR1 és
RyR3 altipusok felelosek. A feln6tt emldsOk elveszitik a 3-as tipusu
rianodinreceptoraikat, és azt a képességiiket is, hogy sparkokat produkdljanak.
Felno6tt korban mar csak a diaphragma tartalmaz RyR3-at.

Az ECRE-k jellegzetes paraméterei

Mira tisztazodott, hogy a spark a kapcsolt RyR-ok kapuzasi
mechanizmusat kozvetiti és ezdltal elsddleges informdciot nyujthat az SR-bol
torténd kalciumfelszabadulasrol. A sparkok jellegzetes, altalunk is vizsgalt
paraméterei: az amplitddé (A), amely mint A[Ca®"] vagy normalizalt
fluoreszcencia novekedés (AF/F,) adhat6 meg, az esemény idobeli hossza, a
maximdlis amplitudé feléhez tartozé idOtartam (Full Time at Half Maximal
amplitude, FTHM), valamint a térbeli szélesség (Full Width at Half Maximal

amplitude, FWHM), a csucs eléréséhez sziikséges 1d0 (rise time) és a fél




relaxdciés 1d6 (t). Egyszerli esetben (amikor nincsenek csatorna
Ujramegnyildsok) a rise time az SR-bOl torténd kalciumfelszabadulés
id6tartamdra enged kovetkeztetni, mig a ,Ca’ signal mass” (SM(t)) a

felszabadult Ca** mennyiségére utal.
A kronikus szivelégtelenség és a vdazizomgyengeség kapcsolata

A krénikus szivelégtelenség (Chronic Heart Failure, CHF) olyan
pathofiziol6giai dallapot, amikor a koéros szivmikodés miatt a sziv
pumpafunkcidja nem elégiti ki a szervezet metabolikus sziikségleteit. A
szivelégtelenségben észlelt korai kompenzécids vélasz f6 té€nyezdje a
neurohormondlis rendszer vazokonstriktor mechanizmusainak aktivacidja
(renin-angiotenzin II, noradrenalin, vazopresszin, endothelin), ami mind a
periférids érrendszer, mind a szivizomzat sejtjeinek atépiiléséhez vezet. Sulyos
CHF betegeknél a vazizom tipusa és enzimprofilja is megvaltozik.
Megfigyelhetd az izomrost megoszlasanak véltozdsa (glikolitikus rostok az
oxidativak rovasdra), valamint a mitokondriumok szdmanak csokkenése. A
szivelégtelenségben szenved0 betegek terhelhetOségiik  csokkenésérol,
1izomgyengeségrol, faradékonysagrol és 1égszomjrdl szamolnak be, de a tiinetek
sulyossdga nincs Osszefiiggésben a perctérfogat-csokkenés mértékével. A
csokkent terhelhetoség valdszinlleg kronikus hatdsokra bekovetkezo
masodlagos anyagcsere-, génexpresszids, morfoldgiai és funkcionalis valtozasok

eredménye, melyek tobbek kozott az SR Ca**-hdztartdsdnak zavardt okozzak.

Az elégtelen szivmikodés — és a legjellemzobb tiineteként jelentkezd
vazizomgyengeség €és faradékonysdg — hdatterében 4allo6 okokként a legtobb
vizsgalat szdmos morfologiai és metabolikus elvaltozast jelol meg. Az
1izomgyengeség mértéke fiiggetlen a kardidlis diszfunkci6 sulyossagatol, és az
1izom perfuzidjanak lokdlis novelése, vagy a rendszeresen végzett konnyl torna a

tilneteket csak részben enyhitik. Az ellentmonddsok miatt a szakirodalom az




utébbi idOben az SR transzport-mechanizmusainak masodlagos karosoddsat

feltételezi, aminek legalabb harom lehetséges oka képzelhetd el:

a DHPR-RyR jelatvitel hatdsfokanak csokkenése miatt az elektro-

mechanikai kapcsolat miikddése modosul;

a RyR permeabilitisa és/vagy Ca’"-érzékenysége viltozik meg

postinfarktusos allapotban;
az SR Ca**-tartalmanak csokkenése miatt csokken a Ca’*-gradiens.
TPEN

Az N,N,N’,N’- tetrakis (2-piridilmetil) etiléndiamin (TPEN)-t el6szor
Anderegg és Wenk (1967) emlitette a kémiai irodalomban, mig
membranpermedbilis nehézfém-kelatorként az elsd biologiai rendszeren végzett

kisérletek Arslan és mtsai. (1985) nevéhez fizOdnek.

A TPEN nagy affinitdst mutat olyan nehézfémek irdnt mint a Mn**, Fe®*,
Zn**, valamint alacsony affinitdssal rendelkezik az intracelluléris
kalciumhomeosztdzis vizsgalatdban igen jelentds szerepet jatsz6 ionok szdmara,
mint a Mg2+, illetve maga a Ca* (a disszociacids allandok (Ky) rendre 107193,
10_14’6, 10" ’6, 10", valamint 10** M, Arslan és mtsai., 1985 alapjén). A tény,
hogy a TPEN egy toltés nélkiili membranpermeabilis puffer, lehetdoséget ad az
intracelluldris tér nehézfémjeinek, illetve az intralumindlis Ca®* gyors és
reverzibilis megkotésére anélkiil, hogy befolydsolnd a cytosolikus szabad Ca*'-

koncentraciot.

Annak ellenére, hogy a TPEN-t szamos publikdcioban hasznéltdk az
intracelluldris raktirak Ca**-tartalmanak csokkentésére, az eredmények pontos
és helyes értékeléséhez elengedhetetlen a Ca**-homeosztzisban résztvevd 6

molekuldkat érintd direkt, illetve indirekt kdlcsonhatasok megismerése.




Célkitiizések

A tézisekben Osszefoglalt munka keretében vizsgélni kivantam a vazizom
elektro-mechanikai kapcsolatidnak egyes Iépéseit kiillonb6z6o intralumindlis
kalciumkoncentriciok esetén, illetve az elemi kalciumfelszabadulasi események
kinetikdja €s az SR kalciumcsatorna kozotti osszefiiggést. Tekintettel arra, hogy
az SR kalciumtartalminak egészséges, valamint patholdgids vazizomban
egyarant fontos szerepe van a kalciumfelszabadulds szabdlyozasiban,
kisérleteinkben e mechanizmus részleteit kivantuk pontosabban megismerni.

A felvetett kérdés két iranybol kozelithetd meg: az SR kalciumtartalmanak
novelésével vagy csokkentésével. Jelen munkdban az utobbi esetet
tanulminyoztuk, amely cél megvalositisdhoz egy membranpermeabilis,
alacsony kalciumaffinitassal rendelkez6 nehézfém (Zn**) keldtort, a N,N,N,N —
tetrakis-(2-piridilmetil)-etiléndiamin (TPEN)-t hasznéltuk tekintettel arra, hogy
az intraluminéris [Ca®*]-t gyorsan csokkenti €s kimoshato szer.

Az SR kalciumtartalmdnak csokkentése természetes modon vezet a
felszabadul6 kalcium mennyiségének valtozasahoz, amely véltozds az elemi
események szintjén jol kovethetd. Igazolni kivantuk, hogy az intralumindris
[Ca®] viltozdsa moédositja az elemi események létrehozdsaért felelds,
egyidejlileg aktivalodé csatorndk szamat. R4 kivantunk mutatni, hogy a RyR-ok
kozotti intermolekularis kolcsonhatds, illetve az ezt befolydsold intramolekularis
fehérjék allnak a jelenség hatterében.

Két modellrendszert hasznélva szerettiik volna koriiljarni a témat:

1. egy immortalizalt myoblast sejtvonal, az egér eredeti C2CI12 sejteken
végzett fluoreszcens intracelluldris [Ca’*]-mérések sordn globdlis Ca®'-
tranzienseket rogzitettiink kiilonb6z6 TPEN-koncentraciok jelenlétében.

2. enzimatikusan (patkany), illetve mechanikusan (béka) izolalt,
szaponinnal permeabilizdlt feln6tt hardntcsikolt izomrostokon az elemi
kalciumfelszabaduldsi események paramétereinek Osszehasonlité vizsgélatat

végeztiik.




Krénikus szivelégtelenségben a legjellemzObb tiinetekként jelentkezd
vazizomgyengeség és faradékonysdg mellett az elektro-mechanikai kapcsolat és
a vazizomrost kalciumtranszport-mechanizmusainak molekuldris szint sériilése
feltételezhetd. Mivel szamos irodalmi adat szdmol be modosult elemi
eseményekrdl patholégids koriilmények kozott, kutatdsaim masik részében egy
postmiokardialis patkdny allatmodellt alkalmazva, a rianodinreceptoron torténo
elemi kalciumfelszabaduldsi események Osszehasonlitd vizsgélatat végeztem.
Ehhez egészséges vazizomrostokrol rogzitett, fizioldgidsnak tekinthetd elemi
kalciumfelszabadulasi események paramétereit a miokardidlis infarktuson atesett

patkdnyok vazizomrostjain rogzitett eseményekkel hasonlitottam 6ssze.




Anyagok és médszerek
1. Sejtek és sejttenyésztés

1.1. C2CI12 egér vdzizom sejtvonal tenyésztése: A C2C12 myoblastokat

15%-0s FCS-t, valamint antibiotikumokat és antimikotikumot tartalmazd
Dulbecco altal moédositott Eagles’s Mediumban (DMEM) tenyésztettiik. A
sejteket 37°C-on, 5% CO, jelenlétében inkubdltuk. A differencidlédas
indukci6jahoz 5% FCS-t és 5% HS-t tartalmaz6 DMEM tédpoldatot hasznaltunk.

1.2. Egvedi vdzizomrostok prepardldsa: Kisérleteinkhez kétéltliek (Rana

esculenta) €s emlOsok (Wistar patkany) vdazizmait haszndltuk, tekintettel a
benniik el6fordulé eltér6 rianodinreceptor izoformdkra. A  békakbol
kiprepardltuk a m. semitendinosust, a patkdnyokbol pedig a m. extensor
digitorum communist hasznéltuk. Ezt kovetden a béka izmokbdl mechanikus
1zolalassal, mig a patkdny izmokbdl enzimatikus izolédlassal (kollagenaz, 1. tipus,
Sigma, 1-1 Y2 6rén at 37°C-on) egyedi izomrostokat nyertiink. Az izomrostot K-
glutamat alapi relaxdlé oldatot tartalmaz6 mérdkadba rogzitettik, majd
szaponint tartalmazé oldattal (0,004 % béka, valamint 0,002% patkany rostok
esetén) 3 percig kezelve permeabilizaltuk a membrint, majd glutaméat-oldattal
mostuk a preparatumot. Ezutdn a patkdny rostok esetén az oldatot lecseréltiik
egy kaliumszulfat alapu belsd oldatra (95 mM K,SO,4, 10 mM Hepes, 1 mM
EGTA, 5 mM MgCl,, 5 mM Na,-ATP, 10 mM Na-foszfokreatin, 10 mM
gliiko6z, 0,13 mM CaCl,, 8% dextran €s 0,1 mM fluo-3), majd a tovabbiakban
ebben az oldatban végeztik a méréseket. Béka rostok esetén méréseinket
kélium-glutamat alapu bels6 oldatban végeztiik. Méréseink egy részében az
elemi események frekvencidjanak novelése érdekében a bels6 oldat csokkentett
[Mg**]-t (4 mM) tartalmazott.

1.3. A postmyocardialis infarktusos patkdany dllatmodell. Himnemu Wistar

patkdnyokon (180-220 g) altatast kovetden Iélegeztetés mellett, baloldali
thoracotomiat végeztek. Az infarktust az a. coronaria sinistra - arteria

interventricularis anterior 4ganak proximalis helyzetben, egy 7-0 selyemfonallal




valo elkotésével indukaltak. Ugyanezt a muveletet elvégezték a majdani
kontrollként szolgalé allatokon (altatds, kozben lélegeztetés, feltards, majd
visszavarrds — sham operdlt patkdnyok). A myocardialis infarktuson Aatesett
patkdnyokbodl (postmyocardialis infarktusos, PMI éllat) a miitétet kovetd ~24.
héten nyert vazizomrostokon végeztiik méréseinket. Erre a célra azokat a
patkdnyokat valasztottuk ki, melyek bal kamrafaldban az elhalt, fibrotikus
teriilet ardnya legalabb 50% volt, tehdt a kronikus szivelégtelenség egyértelmi
jeleit mutattak.

2. [Ca®*]; vdltozdsainak kivetéséhez kapcsolodé modszerek

2.1. Egyedi sejten torténo fluoreszcens [ Ca2+]1- mérés: A sejtekbe juttatott
fura-2 fluoreszcens festék 340 és 380 nm hulldmhosszusagok kozott valtakozo
gerjesztését a Photon Technology International (PTI) DeltaScan™ kettds
monokromatoros berendezése Dbiztositotta. A fura-2 daltal kibocsatott
fluoreszcens fényt 510 nm-en fotonelektron-sokszoroz6é segitségével
detektdltuk. A  két hullamhosszon torténd  gerjesztés sordn  mért
fluoreszcenciaértékek hdnyadosabdl szdmitottuk ki az intracelluldris Ca®'-
koncentracidkat. A tranziens [Ca®']i-véltozdsok paramétereit (amplitudo,
latencia, a tranziens kialakuldsdnak maximalis sebessége, a leszalld szar
meredeksége, a csucs elérés€éhez sziikséges 1d0, félért€kszélesség) a
munkacsoportunk 4ltal kifejlesztett szamitégépes program segitségével
hatiroztuk meg.

2.2. A Ca**-fluxus (FL) kiszdmitdsa: Kalciumfluxusként a myoplasméba a

kiilsé térbSl be- és az intracelluldris raktdrakbdl kilépd osszes Ca®* fluxusat
definidltuk. Ezt a FL=d(Ca,+Caransp)/dt képlet szerint hatdroztuk meg, ahol
Ca,, a myoplasman beliili teljes kalciummennyis€g, Cayus,p pedig a
kalciumeltavolit6 mechanizmusok altal transzportalt Ca2+—mennyiség. Cagangp a
pillanatnyilag a Ca**-eltivolité mechanizmusok (pumpak) 4ltal szallitott
kalciummenyiség, melyet ardnyosnak tekintettink a pumpdk relativ
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szaturdcidjaval, ahol az ardnyossdgi tényezé6 a Ca™'-eltdvolitds maximalis




sebessége (PVia). A PViax értékét minden vizsgalt sejtre kiilon meghataroztuk
egy KCl-depolarizdciét kovetd Ca**-tranziens leszdllo szdrdara legaldbb
3 mésodperccel a csucs elérését kovetden illesztett exponencidlis segitségével.

2.3. Vizsedlatok konfokdlis lézer pdsztdzo mikroszkoppal: A  fluo-3

fluoreszcens Ca’*-kots festékkel feltoltott sejteken spontdn kialakulé elemi
eseményeket az LSM 510 META pasztazo6 1ézermikroszkop (Zeiss, Oberkochen,
Németorszag) segitségével rogzitettilk. A normalizélt fluoreszcencia-intenzitdst
vonalmenti pasztazds (line scan) (X,t), illetve kétdimenzids (X,y) leképezési
modszerrel vizsgéltuk €s jelenitettiik meg.
A line scan képek (x,t) 1,15 ms/vonal, 512 pixel/vonal (0,142 pm pixel méret)
mérési paraméterekkel, 63X vizimmerzids objektiv segitségével késziiltek,
parhuzamosan a sejt tengelyével. A fluo-3 fluoreszcens festéket egy argonion
1ézerrel gerjesztettiik (488 nm-en, 5% lézerintenzitdssal), az emittalt fényt 500—
570 nm-es ateresztd szirokon keresztiil 0sszegyljtottiik €s 12 bit-en rogzitettiik.
A szdmitogépes program miitkodése: Az eredmények feldolgozdsa egy, az
Elettani Intézetben kifejlesztett, automatikus detektdlé program segitségével
tortént. Az alkalmazott algoritmus stratégidja, hogy kiszliri az alapzajt
meghaladd jeleket. Egyediilallé spark vizsgélatandl az alapfluoreszcenciatol
eltérd fluoreszcenciaérték adodik. Ezeket a teriileteket a program kivigja a
felvett képbdl, és a megmaradt alapzaj fluoreszcencidja Ujra statisztikai értékelés
ald keriil. Végiil a sparkokat az alapzajhoz viszonyitott nagysaguk alapjan
osztilyozzuk. Az alkalmazott algoritmus teljesen automatizdlt, az egyetlen
paraméter, amelyet meg kell adnunk az a kiiszobérték, amely felett eseményrol
van sz6 (méréseinkben a sparkok esetén ez az €rt€k 0,2 AF/F, volt, mig emberdk
esetén 0,05 AF/F,). A kovetkezo 1épésben a kép normalizaldsa kovetkezik, ami a
felvett képek fluoreszcencidjanak atlagolasaval torténik. A sparkok esetén a

normalizalt fluoreszcencia érték nagyobb a kritériumnal.




3. A lipidkettosréteg-technika

3.1. SR-vezikula prepardldsa emlds vdzizombdl: A 2,5-3 kg-os nyulakbol

szarmazO m. longissimus dorsi eltavolitasat kovetden az izmot Waring Blendor
homogenizatorral homogenizaltuk 4°C-on. Ezt kovetden centrifugaldssal (4500
g, 25 perc) eltavolitottuk az alakos elemeket, majd a feliiluszé 30 percig tarto,
40000 g-s centrifugdlasidval nyert nyers mikroszomafrakciobol magas
kéliumtartalma pufferrel kioldottuk az akto-miozint. Egy 6ra inkubdlds utin
109000 g-s, 30 perces centrifugédlassal dsszegyujtottik a mikroszoma-frakciot.
Az iledéket reszuszpendaltuk, majd linedris (25-45%) szachardz-gradiensre
vittik fel. A 16 6rds, 86000 g-s centrifugdlds utdn a gradiens 36-38%-0s
régidjdban vildgos gytiriként megjelend nehéz-SR (Heavy Sarcoplasmic
Reticulum, HSR) vezikuldkat 6sszegytijtottiik, és potterrel homogenizaltuk. Az
0sszegyujtott vezikulafrakcidhoz kétszerannyi térfogatu puffert adtunk, és 0jbol
lecentrifugaltuk (60 perc, 124000 g ). A centrifugédlas utdn a pelletet 300 mM
szachar6zt és 10 mM K-PIPES-t tartalmazé (pH=7,0) pufferben
reszuszpendaltuk, és azonnal lefagyasztottuk cseppfolyds nitrogénben, majd -

70 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

3.2. A rianodinreceptor izoldldsa: A rianodinreceptor-komplexeket az SR

membranjidbol 3 ml HSR vezikula-oldat és 6 ml 1% detergenst tartalmazd
szolubilizalé oldat felhasznaldasaval oldottuk ki (2 6ra, 4°C). A szolubilizacids
elegy (9 ml) osszedllitdsa utdn a minta egy részét (3 ml-t) [H’] rianodinnal (3
nM) jeloltiik. A mintdk (jelolt és nem jelolt) inkubalédsat (2 6ra, 4°C) kovetden a
nem szolubilizalt fehérjéket centrifugéldssal eltavolitottuk (20 perc, 59000 g). A
szupernatanst (3-3 ml) linearis (10-28%) szachar6z gradiensre vittiik fel és
kilendiild rotorban (Beckman SW-27) centrifugéltuk. A 16 6ras, 90000 g-n
torténd centrifugdlds utdn a gradiensekbdl 15 cseppes (~500 ul) frakcidkat
szedtink. Az egyes frakciok radioaktivitisat folyadék-szcintillatorral

meghataroztuk ([’H]-rianodinnal jelolt minta) és megmértiik a hozzajuk tartozo
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torésmutatot. A beiitésszamcsucs alapjan megallapitottuk, hogy melyik
torésmutatéji  frakcidban disult fel a [H’]-rianodin. Az {gy azonositott
frakciokbol vett mintdkat 10%-os poliakrilamid gélen futtattuk €s Comassie-
blue-val festettiik. A fest0dés denzitdsa szemikvantitativ informaciot ad a gélen
1évo fehérje mennyiségérdl €s az esetleges szennyezddés (fdleg akto-miozin

szennyez0dés) mértékérdl.

3.3. A Cd’t-pumpa aktivitdsinak mérése ., kapcsolt enzim-assay”

segitségével: A nyul vazizombdl izoldlt konnyli SR vezikuldk membranja
dontéen Ca’*-ATP4z molekuldkat tartalmaz (~80%). A pumpa aktiviciGjat
piruvat-kindz ,kapcsolt enzim-assay” technikdval mértiik tgy, hogy 37 °C-on,
334 nm-es hullimhosszon kiovetve a NADH fogyést meghatiroztuk a Ca**-
ATP4az aktivitasat. A modszer elve, hogy a pumpa miikddése sordan ATP-t hasit,
melybOl ADP keletkezik. ADP jelenlétében a foszfoenol-piruvat piruvatta alakul
piruvat-kindz enzim segitségével. Egy kovetkezd reakcidban a piruvatbol laktat-

dehidrogendz révén laktat lesz, mikozben NADH-b6l NAD™ keletkezik.

A méréseket 37°C-on végeztiik 100 mM KCl, 0,5 mM Mg C12, 20 mM Tris
HCI1 (pH=7,5), 7,5 U/ml piruvat-kindz, 18 U/ml laktit dehidrogenéz, 0,42 mM
foszfoenol-piruvat, valamint 0,2 mM NADH-t és 2 uM ionofér (A23187)
jelenlétében. A NADH fogyasanak detektaldasa fotométerrel torténik a 334 nm-
en bekovetkezd abszorbanciaviltozds alapjan. A Ca>*- pumpa aktivitdsit — az
SR vezikula frakci6 koncentracidjanak figyelembevételével — a kapott gorbe
meredekségébdl szamoltuk ki. A TPEN-t az aktivitismérés megkezdése eldtt 5
perccel adtunk a vezikuldhoz. A mérések sordn a Ca’'- és EGTA-koncentréci6
Ggy volt bedllitva, hogy a szabad Ca**-koncentricié (~2 pM) a SERCA

maximalis aktivitasat biztositsa.

4. Statisztikai analizis
Kisérleti adatok csoportjainak Osszehasonlitisdhoz Student-féle t-probat

hasznéltunk, szignifikans kiillonbséget p<0,05 esetén allapitottunk meg.
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Eredmények
1. A TPEN hatdsanak tanulmdnyozdsa C2C12 egér myoblast sejtvonalon

1.1. Eltéro TPEN-koncentrdciok hatékonysdgdnak vizsgdlata: A C2C12

sejtvonal  vizsgélatait 7-9 napos fejlett izomcsoveken, a  TPEN
hatékonysidggorbéjének meghatarozasaval kezdtiik, hogy megtudjuk, milyen
TPEN-koncentracié valt ki maximalis védlaszt. A sejtek valaszkészségét minden
esetben a maximalisan hat€konynak talalt 100 mM KCl-al végeztiik.

5 uM-os koncentraciéban alkalmazva a TPEN 28-bdl 5 sejten (18%), mig
20 uM-os koncentracidoban 14-bdl 7 sejten (50%) okozott spontdn tranziens
[Ca®*].-emelkedést. Novelve a TPEN-koncentraciot a kivaltott Ca**-tranziensek
amplitidéi  parhuzamosan, monoton novekedést mutattak egy adott
koncentracidig (~50 uM, amely a leghatdsosabbnak bizonyult). Ezen
koncentraciondl 14-bdl 9 sejt (64%), illetve 26 kisérletbdl 15 alkalommal (58%)
a TPEN adagoldsa tranziens [Ca’"]-emelkedést eredményezett. Egy
nagysdgrenddel nagyobb koncentracioban alkalmazva a szert (500 pM) a 13
vizsgalt sejten, mind a 21 prébélkozas hatdstalannak bizonyult. Természetesen a
hatds elmaraddsa dnmagaban nem feltétleniil jelenti azt, hogy 500 uM TPEN
hasznélata nem befoly4solja valamilyen médon a sejtek Ca**-homeosztazisat.

1.2. TPEN hatasa a myoplasmdabol valo Ca’*-eltavolitdsdra: Kovetkezd

lépésként az SR Ca**-pumpa hatékonysdgat az [Ca’*]; szint helyreéllitdsaban
kivantuk megvizsgdlni. Ennek érdekében a Ca**-tranziensek lesz4llé szdrdnak
meredekségébdl az idéallandék meghatirozdsdval kiszamoltuk a pumpa Ca*'-
transzport képességét. 500 uM TPEN jelenlétében két paraméter is valtozott:

csokkent a tranziens amplitddéja, és lelassult a [Ca®'];

visszatérése a nyugalmi
szintre. Minden bizonnyal ez ut6obbiért az alacsonyabb fluxusérték a felelos. A
fluxus kiszamitdsdhoz hasznélt maximalis Ca**-eltdvolitdsi sebesség (PV i)
értékek rendre 585, 634 és 343 pMs’l-nak adodtak. Mivel szamszerusiteni
szerettik volna e valtozdsokat, exponencialis fiiggvényt illesztettiink a KCI-

indukalt tranziensek leszallo szardhoz €s meghataroztuk az iddallanddkat (7).
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TPEN hidnydban az iddalland6 3,38+0,28-nak adddott (n=17), mely érték
hasonl6 volt 50 uM TPEN jelenlétben. Magasabb TPEN koncentricio
hasznalatat kovetoen (500 uM) azt talaltuk, hogy a relativ id6éallando jelentdsen
megnétt. A tovabbiakban a KCl-depolarizaciét koveté Ca**-tranziens leszall6
szarara legalabb 3 madsodperccel a csucs elérését kovetden exponencidlist
illesztettink. Az 1igy meghatdrozott PV, érték TPEN hidnydban
444483 uMs'-nak adédott (n=10). A normalizdlt PV, érték 50 uM TPEN
adagoldsat kovetéen enyhén emelkedett (113,5+ 6,9%, n=7) a kontrollhoz
képest, mig 500 uM szer jelenlétében eroteljes gatlds jelentkezett, és a relativ
PV . érték lecsokkent a kontroll 72,8+8,6%-ara (n=15).

1.3. Koffein és KCl-depolarizdcio hatdsdnak vizsgdlata TPEN jelenlétében:

A fentiek alapjan ugy tiint, hogy a TPEN magas koncentracioban alkalmazva
nemcsak a Ca**-eltdvoltdsi mechanizmust médositja, de a depolarizdci6-indukalt
Ca**-tranziens amplitddéjat és az annak megfeleld fluxust is. Ezért ezt a
tényezOt tovabb kivantuk vizsgdlni és az agonista-, illetve a depolarizacio-
induk4lt Ca**-tranzienseket elemeztiik TPEN jelenlétében.

Az ismételt 15 mM koffein, illetve 100 mM KCIl adagoldsa nem
deszenzitizal6dé Ca**-tranzienseket eredményezett. 50 uM TPEN adagoldsa
nem modositotta az agonista, illetve a depolarizdld6 4agens hatdsat a RyR
receptorkomplex miikodését tekintve. Ugyanez viszont nem mondhaté el az egy
nagysdgrenddel nagyobb koncentriciéban haszndlt TPEN esetén, mivel 500 uM
TPEN jelentSsen lecsokkentette a belsé raktarakbdl valé felszabadult Ca*'-
mennyiségét. Osszegezve e kisérleteink eredményeit elmondhatjuk, hogy 50 uM
TPEN nem befolydsolta az agonista-, illetve depolarizaci6-indukalt Ca*'-
tranziensek relativ amplitidgjat. Ezzel szemben 500 uM TPEN drasztikusan
lecsokkentette azt (a kontroll 28,3+5,62%-ara koffein, valamint 10,3+3,2%-ara
KCl esetén). Ez a hatds bizonyitottan nem az olddszer (DMSQO) hatdsanak
koszonhetd, ami a kisérleteinkben hasznélt legmagasabb koncentraciéban (0,5%)

sem okozott szignifikans eltérést a kontrollhoz képest (1,13+0,1 vs 1,2140,05).
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1.4. TPEN hatdsa a KCl-depolarizdcio dltal kivdltott kalciumtranziensek

amplitidéjdnak méretére fiziolégids és alacsony extracelluldris [Ca’']

jelenlétében: Tovabbvizsgilva az 0sszes, illetve szabad [TPEN] hatasat a C2C12

izomsejteken kivancsiak voltunk arra, hogy milyen Osszefiiggés van a kiilonb6z0
TPEN-koncentraciok haszndlata és a KCl-depolarizacio 4ltal kivaltott
tranziensek méretére kifejtett gatld hatas kozott.

Ezért a kovetkezd kisérletsorozatban azt kivintuk megvizsgélni, milyen
hatdsa van a mintegy felére csokkentett extracelluldris [Ca**]-nak (1,8 mM-r6l
0,8 mM-ra) azonos [TPEN] hasznalata mellett. Altalunk meghatarozott [Ca®'].
alkalmazva (1,8, valamint 0,8 mM) ismételt, 10 s-ig adagolt 100 mM-os KCl-al
véltottunk ki Ca**-tranzienseket. Az sszesitett adatok azt bizonyitjdk, hogy 250
uM TPEN gitolta az ismételt KCl-depolarizdcié indukalt Ca**-tranziensek
relativ amplitiddjat az els6 - TPEN hidnyéaban regisztrélt - tranzienshez képest
(0,750,06, amikor [Ca*"],=1,8 mM volt vs 0,860,05, amikor [Ca**].=0,8 mM-
nak volt bedllitva). Ezen adatok nem adddtak szignifikdnsan kiilonb6zonek
(p>0,06). Szignifikdnsan kiilonbozének adddott viszont a fentebb emlitett 250
uM TPEN jelenlétében regisztrélt tranziensek relativ amplitudéja, az 500 pM
TPEN (Ca*].=1,8 mM) adagoldsa mellett rogzitett tranziensek relativ
amplitiddjdhoz viszonyitva (0,44+0,05) (p<0,0001). Ezen adatok igen
meglepdek voltak, hiszen a szabad [TPEN] a 250 uM-os oldatban ([Ca2+]e=0,8
mM) azonos az 500 uM-os oldatban 1évd ([Ca2+]e:1,8 mM) szabad [TPEN]-val,
szamszerint 40 pM (ennek kiszamoldsdra a Maxchelator szdmitogépes
programot hasznaltuk).

Ezen kisérletek végeredményeképpen elmondhatd, hogy az dsszes €s nem
a szabad [TPEN] az, amely a depolarizdcié-indukélt Ca**-tranziensek esetén

tapasztalt hatasokért felelOs.
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2. TPEN hatdsdanak tanulmdnyozdsa patkanybol enzimatikusan izoldlt egyedi

izomrostokon

Kisérleteinket szaponinnal (0,002%) permeabilizalt patkany izomrostokon
végeztilk, szobahOmérsékleten. Amint az varhatd volt, kontroll koriilmények
kozott az emlds izomrostokon kétféle eseményt regisztraltunk: sparkot és
embert. A szivizmon elvégzett kisérletekkel ellentétben, ahol 20 pM-os
koncentracioban ~ alkalmazva ~a  TPEN  spontin  kialakul6 SR
kalciumfelszabadulast és tovaterjedo Ca**-hulldmokat okozott, esetiinkben 50
uM-os koncentracidban alkalmazva a szer hatdsa elmaradt, és a spontan aktivitas
enyhe gatlasat figyeltiikk meg.

Kontrollban 574 db, 50 uM TPEN jelenlétében 159 db, 500 uM TPEN
jelenlétében pedig 197 sparkot detektdltunk és analizaltunk. 50 uM TPEN
adagolasat kovetden az emberok szama drasztikusan lecsokkent a kontrollban
rogzitett 154-r0l 6-ra, illetve O-ra egy nagysagrenddel nagyobb (500 uM) TPEN-
koncentrici6 hasznalata esetén. Kontroll koriilmények kozott a sparkok
frekvencidja 0,032+0,005 s'sarc’ volt. Annak ellenére, hogy a sparkok
frekvencidjaban nem mutatkozott szignifikdns eltérés 50 uM TPEN hasznélatat
kovetéen a kontrollhoz képest (0,031+0,014 s'lsarc'l, p>0,9), ez az érték
szignifikansan lecsokkent (0,021+0,014 s™'sarc™), amikor magas
koncentracioban alkalmaztuk a szert. A csokkent frekvencia mellett az
események morfolégidja is valtozott, mely igen erdteljesnek bizonyult 500 uM

TPEN alkalmazasat kdvetoen, a kontrollhoz viszonyitva.

3. TPEN hatdsanak tanulmdnyozdsa békdabol mechanikusan izoldlt

izomrostokon

3.1. TPEN hatdsa alacsony [Mg**]; alkalmazva: 0, 50, valamint 200 uM
TPEN adagoldsat kovetden Osszesen 4365, 9885, illetve 286 sparkot

regisztraltunk. Adataink alapjan elmondhatjuk, hogy csokkentve az [Mg”'];,
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(SmM-r6l 4mM-ra) a RyR1 gatlas ily modon bekodvetkezd oldasa révén, nott a
sparkok frekvencidja (0,23+0,05 s'sarc™ vs 0,19+0,02 s 'sarc™).

Az els6 szembetiind megfigyelés a TPEN adagolasat kovetden a modosult
eseményfrekvencia volt. 50 pM-os koncentracioban alkalmazva a szer
serkentette az események kialakuldsat (0,33+0,02 s'sarc™), a kontroll mintegy
143%-ara novelve azt, mig 200 uM-os koncentracioban gatolta, a kontroll 39%-
4ra csokkentve a frekvenciat (0,09+0,02 s 'sarc™).

Egy masik szembetlind valtozas a sparkok morfologidjat érintette. A TPEN
hatdsara tovaterjedd, Un. ,,makrosparkok’ jelentek meg. Ezen események hirom
példdja volt megfigyelhetd: egy pontbdl kiinduld, egy irdnyban tovaterjedd
spark; egy pontbdl kiinduld, két irdnyban terjedd spark; valamint két pontbdl
kiindul6 spark, amely egy kozds pontba konvergdl. Az események terjedési
sebességét a hullamfront sz6gének kotangensébdl szamoltuk ki, és ez atlagosan
27347 ums'l-nek adddott (n=62), j6l korreldlva az irodalmi adatokkal.

Tovabb elemezve a szer elemi eseményekre kifejtett hatdsat, a bemutatott
morfologiai véltozasokon feliil szembetlinOk a tobbi spark-paramétert €rinto
valtozasok. A kontroll koriilmények kozott rogzitett sparkok amplitiddja
(0,92+0,005), térbeli szélessége (2,124+0,01 um), valamint iddbeli hossza
(41,3£70,2 ms) rendre ez értékek 84,7, 113,6, valamint 102,3%-ara modosultak
50 uM TPEN, illetve a kontroll 70,6, 82 és 73,4%-ara 200 pM TPEN
alkalmazasat kovetden. Fontos megjegyezni, hogy a térbeli szélesség esetén
tapasztalt novekedés 50 uM TPEN alkalmazdsa sordn egy sokkal hatékonyabb
CICR-ra utal, hisz valésziniileg az egy idében megnyilé szomszédos Ca**-
csatornak szdma megndtt a puffer hatasara.

Végezetiill egy értékes megallapitds a magasabb koncentracidban
alkalmazott (200 uM) szer hatdsanak elmaradasabol adodik, amely egy esetben
sem eredményezett tovaterjedd eseményeket. Ez arra utalhat, hogy két eltérd
mechanizmus létezhet, amelyek eltérd képpen aktivdlédnak alacsony, valamint

magas [TPEN] alkalmazdasa esetén.
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3.2. TPEN hatdsa emelt [Mg”*]-t alkalmazva: Mivel eredményeink arra

utaltak, hogy a CICR-nek kulcsszerepe van az 50 uM TPEN altal kifejtett
hatdsra, egy kovetkezd kisérletsorozatban enyhén megemeltik az [Mg**]i-t
(5§ mM-r6l 5,5 mM-ra), ami gatldlag hat a CICR mechanizmusra. A megemelt
[Mg**]; mellett az 50 uM TPEN hatdsa ellentétes volt az el6z6ekben leirt,

alacsony [Mg**];

alkalmazasakor észlelt hatishoz képest, hiszen szignifikdns
csokkenés volt tapasztalhaté a frekvenciat illetden (0,19+0,02-r61 0,10+0,01
s 'sarc”'-re), valamint a tobbi paraméter esetén is. E szignifikdns csokkenés aldl

kivételt volt az amplitidd, amely enyhén megndtt a szer alkalmazasat kovetden.

4. TPEN hatdsdnak vizsgdlata izoldlt RyR-on

Mivel az elemi események tanulmédnyozdsa sordn nyert adataink arra
utaltak, hogy a TPEN esetlegesen direkt médon befolydsolja a Ca**-csatorna
aktivitasat, a vizsgélatainkat lipid kettOsrétegbe agyazott, izolélt vazizom tipusu
RyR segitségével folytattuk. Ezen kisérletek TPEN jelenlétében, a csatorna
kapuzasi kinetikdja tanulményozasara szolgaltak.

470 nM (ioniz4lt) Ca**-koncentraciénal a bedgyazott RyR-ok viszonylag
alacsony nyitvatartasi valoszinliséggel (Po) rendelkeztek (Po=0,0076+0,0018).
50, 100, valamint 200 uM-os TPEN adagolasat kovetden a P folyamatosan ndtt,
ami direkt médon bizonyitja a szer RyR-ra kifejtett aktivdlé hatdsat negativ
membranpotencidlokon. Ez a hatés jelen volt 1 mM Mg** cis oldali jelenlétében,
valamint 50 pM szabad Ca’*-koncentricié esetén egyardnt, igaz mdédosult
paraméterek mellett. Ezzel szemben pozitiv membrénpotencidlok esetén (+85
mV) ellenkezd hatds volt megfigyelhetd, hiszen 50 puM TPEN adagoldsa
jelentdsen lecsokkentette a nyitvatartdsi valdszinliséget (Po xontwon=0,20820,024-
161 Po 1pEn=0,0014+0,002-re).

A TPEN jelenlétében a rianodin hatdsa nem valtozott, hiszen ekkor is jelen

voltak az rianodin altal 1étrehozott jellegzetes szubkonduktancia-allapotok.
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5. TPEN hatdsa az SR Ca’*-pumpdra

A C2C12 sejteken kapott eredményeink arra utaltak, hogy a TPEN jelenléte
befolyasolhatja a Ca**-visszavételét az SR-be, mivel jelentdsen megnyilt a KCI-
depolarizacié indukalt Ca’*-tranziensek leszallé szara. Hogy megbizonyosodjuk
e feltevés helyességérdl, a TPEN hatasat izolalt SR vezikuldk segitségével
tanulméanyoztuk, és a vezikulds hidrolitikus aktivitast rogzitettik kiilonb6zo
[TPEN] alkalmazdsakor. A TPEN doézisfiiggd mddon gatolta az SR ATP-az
aktivitasat. A méréseinkben legmagasabb koncentrdcioban alkalmazott TPEN

(500 uM) a SERCA-pumpa aktivitdsat mintegy felére csokkentette.

6. Az elemi kalciumfelszabaduldsi események funkciondlis valtozdasai PMI

dllatmodellen

Kisérleteinkben ugynevezett sham-operalt, kontrollnak szamitd, valamint
postmyocardialis infarktuson atesett (tovdbbiakban: PMI) patkanyokbol
szdrmaz$ szaponinnal permeabilizdlt vdzizomrostokat haszndltunk. A kontroll
rostokon spontan kialakuld kalciumfelszabaduldsi eseményeket rogzitettiink,
amelyek frekvencigja 0,038+0,001 s'sarc™! (733 felvétel, 10 roston), valamint
morfoldgial paraméterei mindenben megegyeztek az irodalmi adatokkal. A PMI
allatokbdl szdrmazo rostokon az események frekvencidjanak enyhe novekedése
volt tapasztalhat6 (0,041+0,001 s'sarc™!, 522 felvétel, 8 rost), amit nem talaltunk

szignifikdnsan eltéronek (p>0,8) a kontroll csoporthoz képest.

Kontrollban az események megoszlasa a kovetkezd képpen alakult:
leggyakrabban (63,2%) sparkok fordultak el0, kevésbé voltak gyakoriak
(22,4%) a maganyos emberok, illetve a spark+emberok (14,4%). Ehhez képest a
PMI rostokon rogzitett események csupan 40,1% volt spark, 32,7% volt ember,
€s 27,7% volt spark+ember. Ezen adatokat értékelve érdekes megéllapitas volt,

hogy a PMI rostok esetén az emberdk sparkokhoz viszonyitott relativ ardnya
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jelentdésen nagyobb volt (0,44) a kontrollban rogzitett események azonos

aranydhoz képest (0,26).

A kontroll csoport esetén Osszesen 6 allat felhasznalasat €s 10 izomrost
tanulményozésat kovetoen 1284 sparkot és 454 embert rogzitettiink, mig a PMI
csoport esetén 4 allat €s 8 izomrost tanulmanyozasat kovetden 937 sparkot,
valamint 765 embert detektdltunk. A PMI patkdnyokbol szarmazo
vazizomrostokon rogzitett sparkok amplitiddja mintegy 40%-kal csokkent, mig
az emberok atlagos amplitiddja 20%-kal csokkent a kontrollhoz képest A
sparkok amplitiddjdnak dramai csokkenése valdszinlileg a kevesebb nagy
amplitudoju spark kialakulasdnak koszonhetd. A PMI rostok esetén a sparkok
térbeli kiterjedése enyhén csokkent, ami miatt egy atlagos elemi esemény alatt

felszabadulé Ca®* becsiilt mennyisége is kevesebb, mint kontroll esetben.

Az egyes események kalciumfluxusdanak meghatarozasat a signal mass (SM(t))
fliggvény segitségével végeztiik. E10sz0r Gauss-gorbéket illesztettiink a sparkok
térbeli profiljanak minden egyes idObeli pontjara €és kiszamoltuk az SM(t)
értéket. Majd az SM(t) fiiggvény felszallo szaranak egy egyenessel vald
illesztését kovetden az egyenes meredekségébdl kaptuk meg kalciumfluxust. A
kontroll sparkok SM(t) ért€ke szignifikdnsan nagyobb volt a PMI patkanyokon
regisztralt sparkokhoz viszonyitva (2,59+0,24 vs 1,42+0,25 pm’ ms™, p<0,01).
Ez a megallapitds azt tdmasztja al4, hogy az elemi események alatt 1étrejévo
kalciumfluxus szivelégtelenségben kisebb, ami a Ca’**-homeosztizis zavardra

vezethetO vissza.
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Megbeszélés
1. TPEN hatdsa a C2C12 sejtek Ca’*-homeosztdzisdra

A teljes sejtes [Ca™]; mérések soran kideriilt, hogy alacsony
koncentraciéban alkalmazva (20, 50 uM) a TPEN tranziens Ca®*-felszabaduldst
eredményezett. Masrészr0l egy nagysagrenddel magasabb koncentracioban
adagolva (500 uM) a szer alkalmazdsa nemcsak hatistalannak bizonyult, de ugy
ttinik, hogy mddositotta a depolarizacié-, illetve agonista indukalt Ca**-

tranzienseket, valamint gitolta a cytoplazmatikus Ca**-eltdvolité mechanizmust.

Eredményeink alapjdn elmondhatjuk, hogy alacsony koncentracioban
alkalmazva (~50 uM) a TPEN a vizsgélt sejtek tobbségében (14-bol 9 sejten, 26-
bol 15 kisérletben) képes volt az [Ca2+]i tranziens emelkedését kivaltani.
Novelve a szer koncentracidjat azt tapasztaltuk, hogy egyre kevesebb sejt volt
képes Ca**-tranzienssel vélaszolni olyannyira, hogy 500 pM-os koncentraciéban
alkalmazva a szer teljesen hatdstalannak bizonyult. Sajnos nem vilagos
szamunkra, hogy egyes sejtek miért, akdr ismételten is, mdas sejtek pedig
egyaltalan nem vdlaszoltak a TPEN adagoldsit kovetden. Egy lehetséges
feltevés szerint a [Ca**] az SR membran két oldaldn (cytoplasmaticus, illetve
luminéris) un. eldaktivalt allapotba helyezi a RyR-okat, amelyek aztin a

felszabadit6 impulzus hatdsara konnyebben nyilnak meg.

A TPEN hatdsmechanizmusanak megértése érdekében fontosnak tlint
tisztdzni, hogy a szabad vagy a Ca’’-ot kotott puffer hatdsdt tapasztaltuk
méréseink sordn. Azon kisérleteink, amelyeket csokkentett extracellularis [Ca®*]
mellett végeztiink, arra engednek kovetkeztetni, hogy az 6sszes és nem a szabad
vagy Ca’"-ot kotott [TPEN] felelés a tapasztalt hatdsokért. Mdsrészrél nem
tudjuk pontosan, hogy a szer serkentd hatdsit kovetoen (alacsony
koncentracioban alkalmazva) miért €s hogyan eredményezett gatlast, ha

noveltiik az teljes [TPEN]-t.
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Annak ellenére, hogy eredményeink azt mutatjdk, a TPEN alacsony
koncentricioban alkalmazva serkentd, mig magasabb koncentracioban
alkalmazva gatlé hatéast fejt ki a C2C12 sejtekre, ismereteinket nem tartjuk
elegendonek annak a lehet0ségnek a kizardsara, hogy magas koncentracioban a
szer esetleg az SR membrdanban akkumuldlédik. Ez, mint egy membran
impermedbilis Ca®*-TPEN elegy, lecsokkentheti az intralumindris [Ca**]-t,
amely igy a lefrt hatdsokat eredményezte. A csokkent SR Ca’*-tartalom
(parhuzamosan a gatolt pumpamechanizmussal) magyardazatot adhatnak
eredményeinkre. Kétségteleniil, vagy az SR-en beliili pufferhatds, vagy a RyR
receptorkomplex direkt gatldsa jelen van (vannak) a pumpamechanizmus gétlasa

>, emelkedését

mellet, hiszen 6nmagdban a SERCA-pumpa gatlasa az [Ca
eredményezné. A pontos hatdsmechanizmus teljes ismeretének hidnya ellenére
adataink egyértelmiien azt bizonyitjak, hogy az oldatban jelenlévo teljes TPEN-
koncentrécié, és nem pedig a szabad vagy Ca**-kotstt TPEN felelds a Ca®*

tranziensekre kifejtett hatasokért.
2. TPEN hatdsa egyedi permeabilizdlt izomrostokon

Az [Ca**]-véltozds épitdelemeinek szamitd elemi események vizsgalata
egy fontos eszkéz a sejtek Ca**-homeosztdzisdnak tanulmdnyozdsiban. A
permeabilizilt rostokon kapott eredményeink azt mutatjdk, hogy a TPEN
befolydsolta az izomrostok Ca**-homeosztazisat midltal direkt hatdst gyakorolt a
kalciumfelszabadulasi mechanizmus két kulcsszereplojére: a RyR-ra és a
SERCA-pumpdéra. Alacsony koncentracioban hasznalva (50 uM TPEN) a béka
vazizomrostokon rogzitett sparkok frekvencidja nott, €és a CICR mechanizmus
hatékonyabbnak bizonyult; mig magas koncentrdciéban alkalmazva (200, 500

uM TPEN) a szer gétolta a Ca’* mozgéasat az SR membran mindkét oldalan.

Béka vazizomrostokon 50 uM-os koncentracioban a TPEN képes volt
spontan kialakul6 kalciumfelszabaduldsi eseményeket 1étrehozni, és nemcsak

novelte az események frekvencidjit, de tovaterjedd sparkokat eredményezett.
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Megjegyzendd, hogy e hatasok egyike sem volt megfigyelhetd emlds
1zomrostokon, valamint emelt [Mg2+]i koriilmények kozott béka izomrostokon.
Ezen adatok fényében ugy tlint, hogy a TPEN elosegiti a CICR mechanizmust,
amely aztan el6idézi a Ca®* 4ltal 1étrehozott RyR aktivaciot. E megfigyelésekkel
parhuzamosan hasonlé koncentriciéban (50 uM) a szernek joval erételjesebb
hatdsa volt, izoldlt lipid bilayer-be dgyazott csatorndkon, amikor a cis [Ca®']

50 uM-os volt az alacsonyabb 470 nM-os koncentraciéhoz képest.

Varakozasainkkal ellentétben, amikor noveltiikk a szer koncentraciojat, az
elemi események gétldsat figyeltink meg, a csokkentett [Mg>']; ellenére. E
gatlas az események frekvencigjdban, valamint a jellegzetes paraméterek
értékeiben is megmutatkozott. Ugy gondoljuk, hogy e gatldsért legaldbb hdrom

kiilonb6zo mechanizmus teheto felelOssé:

ha a megemelt TPEN koncentracidé tovabb stimuldlja a csatorna

nyitva tartasit, az a raktdr kitiriiléséhez vezethet.

a SERCA pumpa gitldsa révén a TPEN gétolhatja a Ca™

visszavételét az SR-be, ami szintén a raktar kiiiriiléséhez vezet.

magas koncentracidkban a szer direkt médon gétolhatja a RyR-t.
Izolalt receptorokon végzett kisérleteink mindhdrom lehetOségre

nyujtottak informéciot.
3. TPEN hatdsa izoldlt RyR-on

Az 1izoldlt RyR-on végzett méréseink azt bizonyitottdk, hogy negativ
membranpotencidl-értékek esetén, alacsony cis [Ca®*] fenntartisa mellett a
TPEN-koncentraci6 novelését kovetden jelentésen megndtt a csatorna
nyitvatartasi valészintisége. E koriilmények kozott 50 uM-nal nagyobb [TPEN]
hasznélatat kovetden azt tapasztaltuk, hogy tovdbb nott a Py, melynek

2
i

kovetkeztében enyhén emelkedett [Ca™ ];—nak kellett volna jelentkeznie. Mivel a

teljes sejtes Ca’’-méréseink sordn az [Ca’*]; novekedése 500 pM TPEN
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hasznélata sordn egyszer sem volt megfigyelhet0, valdsziniitlennek tlinik, hogy a
szer gitld hatdsa csupdn a csatorna aktivacidjat kovetoen a raktar kiliriilését
befolyasolja. Adataink vildgosan mutatjdk, hogy a TPEN gitolja a SR pumpa
hidrolitikus aktivitasat. Ez a gatlas a puffer viszonylag magas koncentracidjanak
hasznalatakor jelentkezik (ECsy nagyobb, mint 600 uM). Feltételezve, hogy
500 uM TPEN jelenlétében a SERCA-pumpa gatldsa mintegy 45%-o0s, mely
gatlas elegendd az SR ujratoltés megakadilyozdsahoz, logikus elvardsnak tiint a
kordbban leirt pumpagatlok alkalmazisa sordn (példaul tapszigargin) vagy
megnétt SR elcsorgés (,,leak”) esetén a magasabb [Ca**].. E jelenségek hidnya
miatt csupdn a magas koncentracidban alkalmazott TPEN-nek a RyR direkt

gatlasaval magyarazhato a jelentdsen lecsokkent SR kalciumfelszabadulas.

Osszegzésként elmondhaté, hogy az SR kalciumcsatorna maximadlisan
aktivdlhaté magas cis [Ca®'] esetén 50 puM TPEN dltal, mig pozitiv
membranpotencidl értékeknél magasabb [TPEN] alkalmazisakor egyértelmil
gatlas jelentkezik. A lipid kettosrétegben kapott adataink radmutattak arra, hogy a
TPEN aktivdlé hatdsa a cis [Ca®] fiiggvénye, de a pontos hatismechanizmus
tisztdzatlan maradt. Minden bizonnyal kizdrhaté a Ca®" pufferelése a keldtor
altal, hiszen az izolélt csatorndn végzett mérések sordn kiilonds figyelmet
szenteltiink a szabad [Ca2+] konstans értéken valo tartisara, valamennyi tesztelt

[TPEN] esetén.

Adataink alapjan a TPEN egy lehetséges hatdsmechanizmusat a
kovetkezdképpen gondoljuk: feltételezve, hogy a szer érzékenyiti a RyR-okat a
Ca™ révén felvdltva aktivdlva és inaktivdlva azokat, a novelt TPEN-
koncentracio egyre inkabb balra tolddast eredményez a harang alaku aktivacios-
inaktiviciés gorbén. Alacsony [Ca’]-ndl, novelve a pufferkoncentriciot,
novekvo aktivaciot figyelhetink meg, amely a harang alakua gorbe felszallo
széran jelentkezik. Magasabb [Ca’*]-nal a Ca’*-aktivacids és -inaktivacids gorbe

leszall6 szarandl a magasabb [TPEN] esetén gatlas figyelhetd meg.
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4. Kalciumfelszabaduldsi események PMI dllatmodellen

A myocardialis infarktuson atesett dllatok esetén mindkét elemi esemény
tipus (spark és ember) megfigyelhetd volt azzal a kiilonbséggel, hogy az
emberdk sparkokhoz viszonyitott relativ ardnya jelentosen nagyobb volt a

kontrollban rogzitett események azonos ardnyahoz képest.

Az események amplitidéja lecsokkent, és a Ca**-fluxus is kisebb volt a
PMI rostokban (1,42+0,25 u,m3ms'l vs 2,59+0,24 p,m3ms'l). Konzekvens médon
a megnovekedett csucs eléréséhez sziikséges 1d0 mellett a sparkok rise time-ja is
megnott  (valdszinilileg az alacsonyabb amplitidé miatt). Ezen adatok
alacsonyabb SR tartalomra utalnak, vagy a RyR-ok moddosult mikoddésével
magyardzhaték. Mivel azonos SR Ca**-tartalom mellett (Ward és mtsai., 2003
munkdja alapjan) a RyR-ok konduktancidja negativ membranpotencial
értékeknél valtozatlan. A csokkent SM €s amplitudo értékek, €s a spark-ember
ardny megvaltozdsa arra engednek  koOvetkeztetni, hogy  kronikus
szivelégtelenség esetén egy spark alatt az egyszerre megnyilé RyR-ok atlagos
szdima, a Ca’* hajtéereje, vagy mindkettd lecsokken. Ezen adatok taldn
megmagyarazhatjdk a kronikus szivelégtelenségben jelentkez0 csokkent

vazizom-kontraktilitast.
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Osszefoglalas

Kisérleteink célja a tenyésztett, valamint felnott emlos, illetve béka
vazizomsejtek Ca**-homeosztazisanak, globdlis és lokdlis kalciumfelszabadulasi
eseményeinek vizsgalata volt egy alacsony affinitdsu nehézfém-kelator, a TPEN
jelenlétében. Vizsgalni kivantuk még a kalciumfelszabadulds elemi eseményeit
egy, a kronikus szivelégtelenséget mutatd dllatmodell, a PMI patkdanyok esetén.

Kimutattuk, hogy tenyésztett C2C12 egér myoblastokban a sejtek
vélaszkészsége és a Ca’*-tranziensek amplitidéja fokozédik alacsony (20,
50 uM) TPEN-koncentracié haszndlatakor, mig magasabb koncentracidban
(500 puM) a szer a Ca**-felszabadulds gatldsat eredményezte.

Tovabbi kisérleteinkben sikeriilt meghatidrozni az egész sejtre kiterjedd
kalciumfelszabaduldsok hatterében 4ll6 elemi kalciumfelszabadulasi események
jellemzd paramétereit emlds, valamint béka vazizomban. Kimutattuk, hogy béka
1zomrostok esetén csokkentett [Mg2+]i mellett, alacsony koncentricioban a
TPEN noveli az események el6forduldsi valdszinliségét, valamint a térbeli
kiterjedést €s csokkenti az amplitidot; valamint meglepd moédon tovaterjedd
eseményeket eredményez. Ezek a makrosparkok soha nem voltak
megfigyelhetSk enyhén megemelt [Mg”*]; hasznélatakor vagy emls rostokon.

Patholégias koriilmények kozott, példaul kronikus szivelégtelenségben, a
Ca**-homeosztdzis zavara kovetkezik be, tovabbid megviltozik az elemi
események el6forduldsi ardnya is. Az altalunk vizsgalt PMI patkdnyokban az
emberdk gyakrabban fordultak eld, mint kontroll koriilmények kozott; tovabba
az egyidejlileg megnyil6 csatorndk szama is szignifikdnsan lecsokkent.

Ugy gondoljuk, hogy eredményeink hozzdjirulhatnak a TPEN
hatdsmechanizmusdnak megértéséhez, amely igy a vézizomsejtek Ca*'-
homeosztizisanak jobb megismeréséhez vezet normadl, valamint patologids

koriilmények kozott.
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